Synthesis of derivatives of pyrazolo[1,2-a]pyrazole and their inhibition of dihydroorotate dehydrogenase by Slapšak, Dejan
UNIVERZA V LJUBLJANI 





























UNIVERZA V LJUBLJANI 






























IZJAVA O AVTORSTVU 
magistrskega dela 
Spodaj podpisani Dejan Slapšak sem avtor magistrskega dela z naslovom: 
Sinteza derivatov pirazolo[1,2-a]pirazola in njihova inhibicija dihidroorotat 
dehidrogenaze 
 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
• je magistrsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod mentorstvom prof. 
dr. Jurija Sveteta; 
• sem poskrbel, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem magistrskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
• se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007)); 
• sem poskrbel za slovnično in oblikovno korektnost magistrskega dela; 
• je elektronska oblika magistrskega dela identična tiskani obliki magistrskega 
dela. 
 










Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje Kemija.  
Delo je bilo opravljeno na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo UL. 
 




prof. dr. Jurij Lah 
prof. dr. Jurij Svete 
izr. prof. dr. Uroš Grošelj 
 
 
Komisija za oceno in zagovor magistrskega dela: 
 
Predsednik komisije: prof. dr. Jurij Lah 
         Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 
Član: prof. dr. Jurij Svete 
         Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 
Član: izr. prof. dr. Uroš Grošelj 








mentorju prof. dr. Juriju Svetetu za vso strokovno pomoč, nasvete, razumevanje, 
potrpežljivost in usmerjanje v trenutkih izgubljenosti v čudovitem in obsežnem kemijskem 
vesolju, 
članu strokovne komisije, izr. prof. dr. Urošu Grošlju in predsedniku komisije, prof. dr. 
Juriju Lahu za temeljit pregled magistrskega dela in nasvete za izboljšanje kakovosti tega 
dela, 
dr. Urši Štanfel, dr. Heleni Brodnik Žugelj, dr. Sebastijanu Ričku, dr. Mihu Drevu, dr. 
Marini Klemenčič, Nejcu Petku, Luku Cibru, Mariji Kisilak, Tjaši Goričan, Brunu 
Aleksandru Martku in Mateji Mihelač za vso nesebično pomoč pri laboratorijskem delu, 
Ireni Povalej za opravljene elementne analize, dr. Damijani Urankar za masne spektre, 
Branki Miklavčič, Matjažu Malavašiču, dr. Petri Prijatelj Žnidarič, Zdenki Držaj in 
Mojci Žitko za tehnično pomoč, 
moji družini, posebej pa obema staršema za vso podporo, potrpežljivost, razumevanje in 








V zadnjih nekaj desetletjih je pomembnost vsestransko uporabnih derivatov pirazolidin-
3-onov močno narasla. Pomembni predstavniki omenjene skupine organskih molekul so 
biciklični-3-pirazolidinoni, ki se zaradi visokih protimikrobnih aktivnosti preučujejo kot 
potencialni antibiotiki in antimalariki. 
Na začetku študije smo pripravili nabor derivatov pirazolo[1,2-a]pirazola ter surovim 
reakcijskim zmesem preverili njihov potencialni inhibitorni učinek na plazmodijski 
encim dihidroorotat dehidrogenaza. Iz reakcijskih zmesi smo s srednjetlačno tekočinsko 
kromatografijo (MPLC) izolirali nastale večinske in manjšinske izomere ter ponovili 
testiranje na tistih izomerih, ki so sestavljali zmesi s povišano aktivnostjo. 
V drugem delu raziskave smo se posvetili pripravi heterogenih bakrovih katalizatorjev in 
preučili njihovo učinkovitost pretvorbe na izbrani modelni reakciji [3+2] cikloadicije med 
azometin iminom in metil propiolatom. Zanimalo nas je predvsem, koliko mase 
katalizatorja in reakcijskega časa je potrebno zagotoviti za popolno pretvorbo reagentov 
v cikloadukt ter poleg tega še zmožnost ponovne pretvorbe že uporabljenega katalizatorja. 
Modelno reakcijo smo z izbiro različno substituiranih fenilnih obročev v strukturah 
azometin iminov želeli posplošiti na čim večji kemijski prostor. 
Študijo smo zaključili s sintezami potencialnih fluorescentnih označevalcev bioloških 
molekul, aktiviranih z N-hidroksisukcinimidno in benzotriazolilno skupino. 
 





Synthesis of derivatives of pyrazolo[1,2-a]pyrazole and their inhibition 
of dihydroorotate dehydrogenase 
 
Abstract: 
In the last few decades, the importance of versatile pyrazolidin-3-one derivatives has 
grown significantly. Important representatives of this group of organic molecules are 
bicyclic-3-pyrazolidinones, which are studied as potential antibiotics and antimalarials 
due to their high antimicrobial activity. 
At the beginning of the study, a set of several crude pyrazolo[1,2-a]pyrazole derivatives 
were prepared and their potential inhibitory effect on the plasmodic enzyme 
dihydroorotate dehydrogenase was tested on the resulting reaction mixtures. The major 
and minor isomers were isolated from the reaction mixtures by medium pressure liquid 
chromatography (MPLC) and testing was repeated on those isomers that made up the 
mixture with increased activity. 
In the second part of the study, we focused on the preparation of heterogeneous copper 
catalysts and examined their conversion efficiency on a selected [3+2] cycloaddition 
model reaction between azomethine imine and methyl propiolate. We were mainly 
interested in the mass of the catalyst and the reaction time required for the complete 
conversion of the reagents into a cycloaduct, as well as reconversion ability of already 
used catalyst. We wanted to generalize the model reaction to the largest possible chemical 
space by selecting differently substituted phenyl rings in the structures of azomethine 
imines. 
We concluded our study with the synthesis of potential fluorescent markers of biological 
molecules activated by the N-hydroxysuccinimidyl and benzotriazolyl groups. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
Arl aromatski obroč 
ATP adenozin trifosfat 
CoQD decilubikinon 
CC kolonska kromatografija 
DCC N,N'-dicikloheksilkarbodiimid 
DCIP 2,6-diklorofenolindofenol 
DMFDMA N,N-dimetilformamid dimetilacetal 
DMSO dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
Et etil 
FDA Zvezni urad za živila in zdravila 
HRMS visokoločljivostna masna spektroskopija 
HsDHODH človeška dihidroorotat dehidrogenaza 
i-Pr izopropil 
IPTG izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
IR infrardeča spektroskopija 
L-DHO dihidroorotična kislina 
Me metil 
MPLC srednjetlačna tekočinska kromatografija 
MQO malat kinon oksidoreduktaza 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata 
NHS N-hidroksisukcinimid 
NMR jedrska magnetna resonanca 
OD600 optična gostota, merjena pri 600 nm 
Ph fenilni obroč 
PfDHODH Plasmodium falciparum dihidroorotat dehidrogenaza 
PfNDH2 Plasmodium falciparum NADH:ubikinon oksidoreduktaza 
RNA ribonukleinska kislina 
SDH sukcinat:ubikinon oksidoreduktaza 
SDS natrijev dodecilsulfat 
s.t. sobna temperatura 
TFA trifluoroocetna kislina 












Malarija je nalezljiva bolezen, ki jo povzročajo enocelični zajedavski organizmi, 
imenovani plazmodiji. V naravi je bilo do sedaj odkritih preko 150 različnih 
plazmodijskih vrst, človek pa se lahko okuži s petimi, imenovanimi: P. vivax, P. ovale, 
P. malariae, P. knowlesi in P. falciparum1–4. Najnevarnejša oblika malarije se 
najpogosteje pojavi ob okužbi z vrsto P. falciparum, ki je najbolj razširjena v Afriki. Kot 
je razvidno s slike 1, se endemska področja bolezni nahajajo predvsem na območjih 
tropskih in subtropskih držav v razvoju5. Z malarijo se letno okuži od 300 do 500 
milijonov ljudi, v 1–3 milijonih primerov pa se bolezen konča s smrtjo1. 
 
 
Slika 1: Endemska območja malarije (vir5). 
 
1.1.1 Razvojni cikel plazmodija 
 
Glavni prenašalci oziroma vektorji malarije so samice komarjev iz rodu Komarja 
mrzličarja (Lat. Anopheles), ki za dozoritev svojih jajčec potrebujejo zunanji vir 
beljakovin. Takšne ustrezne beljakovine se nahajajo v krvi večine vretenčarjev, najdemo 
pa jih tudi v človeški krvi, zaradi česar pogosto tudi ljudje postanejo potencialni 
gostitelji4,6,7. 
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Plazmodij za svoj razvoj potrebuje dva različna gostitelja, najpogosteje sta to komar in 
vretenčar. Samica ob ugrizu iz žlez slinavk v krvni obtok sprosti do 200 sporozoitov, ki 
v času 30 minut vstopijo v jetrne celice, hepatocite. V okuženih celicah se nato začnejo 
sporozoiti nespolno razmnoževati, kar traja od 5 do 15 dni, odvisno od vrste plazmodija. 
Pri vrstah P. vivax in P. ovale se po okužbi hepatocitov oblikuje dodatna razvojna oblika, 
imenovana hipnozoit, ki lahko v hepatocitih miruje več tednov ali celo let, preden se 
razvoj plazmodija nadaljuje. Po tem času se v celicah razvijejo merozoiti, ki preidejo v 
krvni obtok in okužijo eritrocite, rdeče krvne celice. V eritrocitih se merozoiti zopet 
nespolno razmnožijo v številu od 8 do 24 osebkov na celico, kar privede do njenega 
razpada in sprostitve merozoitov v krvni obtok. Proces množitve merozoitov traja okoli 
48 ur. Tekom te razvojne faze se pogosto pojavijo prvi simptomi okužbe, najpogosteje 
vročina. V 15 dneh od komarjevega ugriza se majhen delež merozoitov razvije v spolno 
obliko, imenovano gametocit. Z razvojem te razvojne oblike se zaključi nespolno in začne 
se spolno razmnoževanje. Ob naslednjem komarjevem ugrizu okuženega človeka, se 
gametociti s krvjo prenesejo v komarjev trebuh, kjer se razvijejo in spolno dozorijo v 
moške (mikrogamete) in ženske (makrogamete) razvojne oblike. V naslednji stopnji pride 
do združitve obeh vrst celic in nastanka zigote (oplojenega jajčeca), ki se v naslednjih 
18–24 urah razvije v ookineto, katera penetrira komarjev želodec ter se kot oocista vsadi 
na njegovi zunanji strani. Tu oocista zori 10–24 dni, odvisno od vrste plazmodija in 
temperature okolice. Dozorjena oocista nato poči in sprostijo se sporozoiti, ki se 
nakopičijo v komarjevih žlezah slinavkah. Ob naslednjem komarjevem ugrizu se 
sporozoiti preko okužene sline prenesejo v krvni obtok vretenčarja, ki si ga je komarjeva 
samica izbrala kot novo tarčo. S tem se razvojni cikel plazmodija sklene (slika 2)4,6,7. 
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Slika 2: Razvojni cikel plazmodija (vir7). 
 
1.1.2 Simptomi okužbe 
 
Prvi simptomi okužbe z malarijo so podobni simptomom gripe. Najprej se pojavijo 
vročina, občutek mrazenja, bolečine v mišicah in krči, glavobol, kašelj ter slabost, ki jo 
pogosto spremljata bruhanje in driska. Če okuženi z zdravljenjem dlje časa odlaša, pa se 
lahko pojavijo bolj zapletene zdravstvene težave, kot so odpoved delovanja jeter in ledvic, 
slabokrvnost, težave z dihanjem, nevrološke in kardiološke težave ter motnje zavesti, v 
najhujšem primeru pa se lahko pojavijo tudi otekanje možganov, hipoglikemija, šok in 
koma, ki pogosto vodijo v smrt. Ob hitrem napredovanju bolezni lahko smrt nastopi že 3 
dni po okužbi, četudi je bil posameznik pred okužbo popolnoma zdrav6,7. 
Opazovanje simptomov je običajno prvi korak pri odkrivanju okužbe z malarijo. Okužbo 
lahko najučinkoviteje dokažemo z izvajanjem krvnih laboratorijskih testov. Najpogosteje 
se opravi mikroskopski pregled krvi, na voljo pa so tudi hitri diagnostični testi4. V primeru 
ugotovljene okužbe se prične zdravljenje z uporabo različnih kemosupresivnih sredstev6. 
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1.1.3 Kemosupresivna sredstva 
 
Kemosupresivna sredstva so kemijske spojine, ki oslabijo razmnoževalno zmožnost 
parazita in s tem preprečijo njegov nadaljnji razvoj. Takšne spojine zavirajo rast različnih 
razvojnih oblik parazita, lahko pa zaviralno delujejo le na določen proces, potreben za 
razvoj v novo obliko. Veliko inhibitorno aktivnost izkazujejo kinolinski derivati6. 
Primer takšnega derivata je spojina 7-kloro-4-(4'-dietilamino-1'-metilbutilamino)kinolin, 
poznan tudi pod krajšim imenom klorokin. Klorokin je spojina, ki po zaužitju v krvnem 
obtoku inhibitorno deluje na odrasle tropozoitne oblike plazmodija. Splošni mehanizem 
delovanja predvideva, da klorokin izkazuje aktivnost preko svoje šibke bazičnosti, zaradi 
česar se nakopiči v kislih veziklih plazmodija. Kot posledica se pojavi dvig pH v prvotno 
kislem okolju, kar onemogoča nadaljnji razvoj. Spojina v veziklih zavira biokemijske 
procese v skladu z dvema predlaganima mehanizmoma. Za primarni mehanizem se 
predvideva, da klorokin deluje kot inhibitor proteolize hemoglobina v parazitskih 
vakuolah pri čemer nastaja toksičen hemin (prosti hem), ki destruktivno deluje na 
biološke membrane. Plazmodij poskuša s pomočjo polimerizacije pretvoriti hemin v 
netoksični pigment hemozin, poznan tudi kot malarijski pigment. Klorokin inhibira 
polimerizacijo in kot posledica se v plazmodiju nakopiči hemin, ki razgradi celične 
membrane in celice odmrejo. Sekundarni mehanizem delovanja pa je povezan z 
zmožnostjo alkaliniziranja plazmodijskih vakuol (sekundarnih lizosomov), kar zavira rast 
plazmodija. Za alkalinizacijo sesalskih celic je potrebna 1000-krat višja koncentracija kot 
za plazmodijske celice, zato klorokin selektivneje deluje na slednje celice. Zaradi visoke 
zmožnosti prilagoditve, so skoraj vse plazmodijske vrste že razvile odpornost na klorokin 
na skoraj vseh endemičnih področjih, z izjemo Srednje Amerike in Bližnjega vzhoda. 
Odpornost na klorokin se lahko zmanjša z dodatkom progvanila. Kombinacija obeh 
učinkovin se uporablja na območjih s povečano rezistenco na klorokin6. 
Naslednja aktivna učinkovina se imenuje azitromicin. To je semisintetični makrolidni 
antibiotik, ki se najpogosteje uporablja za zdravljenje infekcij respiratornega trakta, 
kožnih infekcij in infekcij mehkega tkiva. Po zaužitju se hitro absorbira in porazdeli v 
telesnih tekočinah in tkivih. Koncentracija antibiotika v tkivih lahko doseže tudi do 100-
kratno vrednost koncentracije v krvi, zaradi česar je učinkovit pri odpravljanju 
povzročiteljev intracelularne patogeneze, med katere uvrščamo tudi plazmodije. Deluje 
kot supresivno kemoprofilaktično sredstvo, saj se akumulira v lizosomih in inhibitorno 
deluje na razvoj plazmodija6. 
Klorokinu kemijsko soroden meflokin je učinkovit proti vsem oblikam plazmodija, tudi 
tistim, ki že izkazujejo odpornost proti klorokinu. V klinični rabi se uporablja kot racemna 
zmes (+) in (–) eritroizomerov. Mehanizem delovanja meflokina ni popolnoma poznan, 
predvideva pa se, da s proteini tekmuje za vezavo na hem. Nastali kompleks izkazuje 
toksične lastnosti proti parazitu. Zdravilo se najpogosteje uporablja kot preventivno 
sredstvo na potovanjih v države z visokim tveganjem prenosa bolezni6. 
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Večina sodobnih aktivnih učinkovin ima veliko pomanjkljivosti. Težavo predstavljajo 
predvsem nezaželeni stranski učinki in razvoj odpornosti plazmodija na učinkovine, 
zaradi česar se je pojavila velika težnja po razvijanju in odkrivanju primernejših spojin. 
Nekatere izmed v preteklosti že testiranih, a neodobrenih spojin za zdravljenje malarije 
so bile ponovno testirane in nekaterim je uspel ponoven preboj v ospredje. Takšen primer 
je tudi spojina primakin, ki je bila razvita na začetku druge polovice 20. stoletja. Po 
strukturi spada v skupino derivatov 8-aminokinolina. Učinkovina izkazuje močno 
aktivnost proti zgodnjim razvojnim oblikam plazmodija, ki prizadenejo jetra. Deluje kot 
inhibitor celičnega dihanja, ki ima največji vpliv na razvojni obliki hipnozoit in 
gametocit6. 
Zaradi ugodnih lastnosti primakina in klorokina so raziskovalci usmerili veliko 
pozornosti k pripravi in testiranju njunih derivatov v upanju, da bi odkrili spojine s 
podobnimi učinki. Tako je bil v osemdesetih letih prejšnjega stoletja odkrit tafenokin, ki 
združuje ugodne lastnosti tako primakina kot tudi klorokina. Mehanizem delovanja je, 
tako kot pri vseh derivatih 8-aminokinolina, še vedno slabo raziskan. Predvideva se, da 
tafenokin podobno kot klorokin inhibira polimerizacijo hematina, obenem pa podobno 
kot primakin inhibira razvoj zgodnjih jetrnih oblik parazita. Tafenokin odlikuje tudi dolg 
eliminacijski razpolovni čas (v povprečju okoli 14 dni), zaradi česar se lahko dozira v 
enkratnem odmerku6,8. Raziskovalci predvidevajo, da naj bi pri protiplazmodijski 
aktivnosti bila ključna stranska 4-amino-1-metilbutilna veriga, ki je sestavni del tako 
primakina kot tafenokina6. Strukture vseh omenjenih spojin so prikazane na sliki 3. 
  
Slika 3: Strukture nekaterih kemosupresivnih sredstev. 
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Večina človeku nevarnih plazmodijskih vrst je že razvila vsaj delno odpornost proti 
naštetim spojinam. Izjema je tafenokin, ki ga je nedavno odobrila agencija FDA (angl. 
Food and Drug Administration). Poleg vseh naštetih spojin se v sodobni medicini 
uporabljajo semisintetični derivati artemizinina. Največjo aktivnost izkazujejo artemeter, 
artezunat in artemotil, ki se v telesu pretvorijo v aktivni metabolit dihidroartemizinin. 
Splošno sprejet mehanizem delovanja predvideva, da hem aktivira molekulo 
dihidroartemizinina, katera nato sodeluje pri tvorbi prostih radikalov, ki poškodujejo 
proteine, potrebne za preživetje plazmodija. Medicinski zapisi poročajo o čedalje večji 
odpornosti na artemizinin, zato bo kmalu potreben razvoj novih učinkovin8. 
Razvoj protimalarijskih zdravil v prihodnosti je usmerjen v raziskave aktivnosti dvo- in 
večkomponentnih mešanic že odkritih antimalarijskih učinkovin ter pripravo kinolinskih 
in artemizininskih derivatov. Tudi kombinacije antimalarikov z učinkovinami za 
zdravljenje drugih vrst bolezni se preučujejo kot potencialna nova zdravila. Takšen 
primer je mešanica metilen modrega (uporablja se za zdravljenje methemoglobinemije) s 
primakinom, ki je uspešno prestala II. fazo kliničnih testiranj8. 
 
1.1.4 Dihidroorotat dehidrogenaza 
 
Preživetje in obstoj plazmodija sta v vsaki njegovi razvojni stopnji življenjskega cikla 
odvisna od optimalnega delovanja celičnih organelov. Plazmodijske celice so tako kot 
ostale evkariontske celice močno odvisne od ustreznega in nemotenega delovanja 
mitohondrijev, ki celicam zagotavljajo kemijsko energijo. Med mitohondriji človeških in 
plazmodijskih celic pa je kljub podobnostim tudi veliko funkcionalnih in molekularnih 
razlik. V dihalni verigi plazmodijev je prisotnih pet dihidrogenaz: NADH:ubikinon 
oksidoreduktaza (PfNDH2), sukcinat:ubikinon oksidoreduktaza (kompleks II ali SDH), 
glicerol-3-fosfat dehidrogenaza, malat kinon oksidoreduktaza (MQO) in dihidroorotat 
dehidrogenaza (DHODH). PfNDH2 in MQO nista prisotna v človeških mitohondrijih, 
DHODH pa se molekularno bistveno razlikuje od človeškega homologa. Dehidrogenazna 
aktivnost oskrbuje mitohondrije z elektroni, kateri se porabijo pri procesih, ki vključujejo 
delovanje kompleksov III in IV v kombinaciji s koencimom Q in citokromom c, ki imata 
nalogo prenosa elektronov med omenjenima kompleksoma. Za razliko od sesalskih celic, 
ATP sintaza (kompleks V) v plazmodijskih mitohondrijih ne generira ATP (adenozin 
trifosfat), ampak najverjetneje služi kot prenašalec protonov v dihalni verigi9. Shematski 
prikaz mitohondrijske dihalne verige plazmodija je predstavljen na shemi 1. 
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Shema 1: Shematski prikaz plazmodijske dihalne verige (vir9). 
 
Zaradi strukturnih in funkcionalnih razlik med obema vrstama mitohondrijev se lahko 
jakost inhibitornega učinka potencialno aktivne molekule v določeni vrsti mitohondrija 
različno močno izraža. Takšen primer aktivne molekule je atovakon, ki inhibitorno deluje 
na plazmodijske celice, medtem ko na sesalske celice nima signifikantnega vpliva. Zaradi 
visoke specifičnosti se atovakon (kot edini inhibitor te vrste v klinični rabi) uporablja kot 
inhibitor kompleksa III9. 
Znani so tudi inhibitorji encima PfNDH2, vendar se zaradi nepopolnega razumevanja 
njegove vloge v dihalni verigi njegovi inhibitorji še niso prebili v ospredje. Predvideva 
se, da aktivnost encima posredno prispeva k vzpostavitvi elektrokemijskega 
transmembranskega potenciala9. 
Znotraj dihalne verige poteka tudi proces biosinteze pirimidinov, v katerega je vključen 
encim dihidroorotat dehidrogenaza (PfDHODH), ki katalizira stereospecifično oksidacijo 
(S)-dihidroorotata v orotat. Proces nastopi kot četrta stopnja v de novo biosintezni poti 
pirimidinov, kateri predstavljajo osnovo pri procesih tvorb DNA, RNA, glikoproteinov 
in fosfolipidov9. Oksidacija poteka po ping-pong katalitskem mehanizmu, kjer se najprej 
sprosti elektronski par, ki reducira kofaktor flavin mononukleotid do dihidroflavin 
mononukleotida. Slednjega ponovno reoksidira elektron akceptor ubikinon, ki se pretvori 
v ubikinol9,10. Proces je shematsko prikazan na shemi 2. Biosinteza enako poteka tudi v 
človeških celicah, le da se človeški encim (HsDHODH) strukturno nekoliko razlikuje od 
plazmodijskega. Opisan proces ima za plazmodijske celice velik pomen, saj lahko parazit 
le na ta način iz osnovnih gradnikov sintetizira pirimidine. Za razliko od plazmodijskih 
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pa lahko sesalske celice pirimidine sintetizirajo tudi v drugih biokemijskih procesih4. 
Zaradi strukturnih razlik med človeškim in plazmodijskim encimom ter večje odvisnosti 
plazmodija od de novo sinteznega procesa pirimidinov, lahko PfDHODH služi kot 
učinkovita tarča za inhibitorje11. Vezavna žepa na človeškem in plazmodijskem encimu 
se glede na aminokislinsko zaporedje signifikantno razlikujeta, kar omogoča načrtovanje 
takšnih struktur inhibitorjev, ki specifično delujejo le proti parazitskemu, ne pa tudi 
človeškemu encimu. Primeri takšnih inhibitorjev so derivati 5-fluoroorotata9,10,12. 
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1.2 Biciklični 3-pirazolidinoni 
 
V preteklosti so bile bakterije eden izmed glavnih povzročiteljev številnih bolezni, ki so 
se v nemalo primerih končale s smrtnim izidom. Od odkritja antibiotikov je veljalo 
prepričanje, da bakterije ne bodo več povzročale zdravstvenih zapletov okuženih. Od 
pojava prvih na penicilin odpornih bakterij pa je težnja po odkritju novih antibiotikov 
močno narasla13–15. Od 40. let prejšnjega stoletja si raziskovalci prizadevajo sintetizirati 
analoge β-laktamskih antibiotikov (predvsem cefalosporinskih antibiotikov) za katere je 
znano, da z aciliranjem penicilin vezavnih proteinov preprečijo biosintezo bakterijske 
celične stene14,16,17. Posebej uspešna je bila skupina raziskovalcev iz raziskovalnih 
laboratorijev Eli Lilly, kjer so preučevali analoge omenjenih antibiotikov z aza-γ-
laktamskim obročem, ki je bioizoster β-laktamskega obroča18 (slika 4). 
 
 
Slika 4: Primerjava podobnosti struktur primerov a) cefalosporinskega antibiotika in b) 
njegovega analoga z oznako LY 193239. 
 
Ena izmed glavnih prednosti bicikličnih pirazolidinonskih spojin pred cefalosporinskimi 
analogi je v njihovi večji strukturni raznolikosti, njihova aktivnost pa v primerjavi s 
tradicionalnimi β-laktamskimi antibiotiki ostaja primerljiva16. Molekule, ki imajo v svojo 
strukturo vključene biciklične pirazolidinonske strukturne elemente so znane po svojih 
visokih antimikrobnih aktivnostih, zato so takšne spojine potencialni akaricidi, pesticidi, 
herbicidi, inhibitorji acetil koencim A karboksilaze in zdravila za lajšanje simptomov 
Alzheimerjeve bolezni. Poleg tega učinkujejo tudi na nekatere vrste krvnih parazitov, kot 
so tripanosomi, ki povzročajo spalno bolezen, ter plazmodije, povzročitelje okužb z 
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malarijo19–22. Splošne strukture bicikličnih pirazolidinonov z uporabno vrednostjo so 
predstavljene na sliki 5. 
 
Slika 5: Splošne strukture nekaterih uporabnih bicikličnih pirazolidinonskih spojin. 
 
Najbolj splošen in neposreden sintezni pristop k pripravi bicikličnih pirazolidinonov 
vključuje stereoselektivno 1,3-dipolarno cikloadicijo z uporabo 3-pirazolidinonov kot 
izhodnih spojin, katere pa lahko enostavno pripravimo z reakcijo med α,β-nenasičenim 
estrom in hidrazin hidratom23. Retrosintezna analiza (shema 3) razkrije, da lahko 
biciklične pirazolidinone pripravimo v treh sinteznih korakih in iz štirih enostavnih 
izhodnih spojin: α,β-nenasičenega estra (d1), hidrazin hidrata (d2), aldehida ali ketona 
(c2) in alkena (b2) ali alkina (b3). 
 
 
Shema 3: Primer retrosintezne analize splošnih (ne)nasičenih bicikličnih 
pirazolidinonov. 
 
3-pirazolidinoni in njihovi derivati so ciklični hidrazidi 3-hidrazinopropanojske kisline. 
Mnogi derivati izkazujejo veliko uporabno vrednost, saj so zaradi visokih bioloških 
aktivnosti prisotni v prenekaterih farmacevtskih pripravkih s protivnetnim in 
analgetičnim učinkom24. Pirazolidinone se najenostavneje sintetizira z reakcijo med α,β-
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nenasičenim derivatom karboksilnih kislin in hidrazin hidratom23. Reakcija poteče v dveh 
zaporednih stopnjah, kot je prikazano na shemi 4. V prvi stopnji poteče Michaelova 
adicija med akrilatom in hidrazin hidratom, nastali Michaelov adukt pa v naslednji stopnji 
reagira v skladu z Baldwinovimi pravili po 5-ekso-trig mehanizmu zapiranja obroča. 
Shema 4: Splošna reakcijska shema sinteze pirazolidinonov. 
 
Azometin imini so spojine aza-alilnega tipa, ki zaradi prisotnosti dipola omogočajo 
sintezo širokega spektra kemijskih spojin, v katerih sta dušikova atoma mostovno 
povezana. Najpogosteje služijo kot vmesni produkti, ki jih v naslednji stopnji pretvorimo 
v nove spojine. Do njihove priprave vodi reakcija kondenzacije med pirazolidinoni in 
aldehidi, kot to prikazuje shema 523,25. 
 
Shema 5: Reakcijski mehanizem tvorbe azometin iminov. 
 
Azometin imini z reakcijo 1,3-dipolarne cikloadicije reagirajo z alkeni, pri čemer 
nastanejo nasičeni biciklični 3-pirazolidinoni (produkt a). Reakcija najhitreje poteče z 
uporabo mikrovalov ali pri konvencialnem segrevanju v topilih z visokimi vrelišči21. 
Reakcija azometin iminov z alkini pa poteče v prisotnosti katalitičnih količin bakrovih 
zvrsti. Omenjena z bakrom katalizirana reakcija med azometin iminom in alkinom 
(CuAIAC) daje kot produkt nenasičeni biciklični 3-pirazolidinon26–29 (produkt b). Obe 
sintezni poti sta prikazani na shemi 6. 
Shema 6: Splošna reakcijska shema sinteze nasičenih (a) in nenasičenih (b) bicikličnih 
pirazolidinonov. 
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Enaminoni so mono enamini 1,3-diketonov (vinilogni amidi), lahko pa jih smatramo tudi 
kot enamine 3-ketoestrov. So vsestransko uporabni sintetični intermediati, saj združujejo 
tako nukleofilne lastnosti enaminov kot tudi elektrofilne lastnosti enonov. V svojih 
strukturah imajo prisotna nukleofilna (a, c in e) in elektrofilna mesta (b in d)30–32. So 
tipični predstavniki »push-pull« etilenov, v strukturi katerih amino skupina donira, 
karbonilna pa sprejema elektronsko gostoto33. Enaminu konjugirana karbonilna skupina 
daje sistemu dovolj veliko stabilnost, da lahko enaminone zlahka pripravimo, izoliramo 
in shranjujemo pri sobni temperaturi in pri zračni atmosferi32. V literaturi34 je opisanih 
kar nekaj postopkov priprave enaminov. 
1. Kondenzacija 1,3-diketonov ali 3-ketoestrov z amonijakom ali amini. 
2. Reakcija laktamov z vinilognimi kislinskimi kloridi. 
3. Reakcija transformacije med anilini in metil vinil ketoni v prisotnosti benzokinona 
in paladijevega katalizatorja. 
4. Reakcija med spojinami z aktivnimi metilenskimi skupinami in formamid acetali. 
Najpogosteje se uporablja reakcija kondenzacije med spojinami, ki imajo v svoji strukturi 
aktivne metilenske skupine in amid acetali. Kot topila se uporabljajo etanol, eter, DMF, 
pogosto tudi toluen, lahko pa reakcija poteče tudi brez prisotnosti topil35. Amid acetali v 
raztopinah disociirajo na iminijeve katione in alkoksidne anione, kateri v naslednji stopnji 
odcepijo α-vodikov atom spojini s karbonilno skupino. Nastala zvrst se resonančno 
stabilizira z nastankom karboaniona, ki kot nukleofil napade iminijev kation. Na koncu 
poteče še bazično katalizirana eliminacija alkoksida, kar vodi do tvorbe končnega 
produkta (dimetilamino)enona30,33. Predlagani mehanizem je predstavljen na shemi 7. 
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Shema 7: Predlagani mehanizem splošne reakcije kondenzacije med spojinami z aktivno 
metilensko skupino in DMFDMA. 
Enaminoni se pogosto uporabljajo za pripravo različnih heterocikličnih sistemov34, 
naravnih produktov32 in polimerov31. Uporabno vrednost izkazujejo tudi na področju 
koordinacijske kemije, saj tvorijo koordinacijske spojine z mnogimi prehodnimi 
kovinami, le-te pa katalizirajo več tipov reakcij pripajanja (C-N, C-S, C-O in Suzuki 
pripajanje)36–38. 
 
1.4 Koordinacijske spojine 
 
S pojmom koordinacijske spojine označujemo tiste kemijske spojine, v strukturah katerih 
so centralni kovinski atomi ali ioni obdani z ligandi. Kot prvi je obstoj koordinacijskih 
spojin potrdil Alfred Werner, ki je za svoje pionirsko delo na tem področju leta 1913 
prejel Nobelovo nagrado za kemijo. Ligandi (Lewisove baze) so najpogosteje ioni ali 
molekule z vsaj enim elektronskim parom, ki ga lahko donirajo kovinskemu centru 
(Lewisova kislina), pri čemer se tvori koordinacijska vez. Ligandi imajo v svoji strukturi 
lahko prisoten en (monodentatni ligand) ali pa več različnih (ali enakih) vrst atomov, ki 
se koordinirajo na kovinski ion (polidentatni ligandi)33,39,40. Na kovino vezani atomi 
ligandov, ki so s kovino povezani s koordinacijsko vezjo, se lahko okoli kovinskega iona 
razporedijo na različne načine in v različnem številu ter tako tvorijo različne 
koordinacijske poliedre39,40. Posebej zanimivi so bakrovi(II) kompleksi, saj bakrovi ioni 
z ligandi tvorijo mnogo geometrijskih oblik, kot so tetraedrična, kvadratno planarna, 
trikotno bipiramidalna, kvadratno piramidalna in oktaedrična41. Primeri struktur so 
predstavljeni na sliki 6. 
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Slika 6: Primer tetraedrične (levo), trikotno bipiramidalne (sredina) in kvadratno 
piramidalne koordinacije bakrovega(II) iona (vir42). 
 
Baker prištevamo k esencialnim elementom, saj se pojavlja v strukturah mnogih 
metaloencimov, ki sodelujejo v številnih biokemijskih procesih. Koordinacijska števila 
in koordinacijske geometrije Cu(II) kompleksov močno vplivajo na reaktivnost v 
bioloških sistemih. V encimu superoksid dismutaza ima baker vlogo kofaktorja, saj 
omogoča interakcijo med encimom in superoksidom41. Tudi v neživem svetu se bakrove 
koordinacijske spojine zaradi pestrih lastnosti uporabljajo na različnih področjih. Zaradi 
visoke biološke aktivnosti se uporabljajo kot fungicidi in pesticidi, nemalokrat pa jih 
srečamo tudi v vlogi katalizatorjev42,43. Med koordinacijskimi spojinami bakra so pogosti 
kompleksi med dvovalentnim bakrom ter N- in O-donorskim ligandom, kamor lahko 
uvrstimo tudi prej omenjene enaminone. Omenjeni kompleksi so sposobni katalizirati 
CuAIAC reakcije pod milimi reakcijskimi pogoji33,38. 
 
1.5 »Klik« kemija 
 
Leta 2001 so raziskovalci Kolb, Finn in Sharpless objavili nov pristop k organski sintezi, 
ki po zgledih iz narave temeljijo na sintezi kompleksnih spojin iz enostavnih gradnikov, 
najpogosteje povezanih preko heteroatomarnih veznikov (C-X-C). Novo kemijsko 
področje, ki zajema uporabo samo najbolj praktičnih in zanesljivih kemijskih 
transformacij, so poimenovali »klik« kemija. Reakcije morajo za uvrstitev v kontekst 
»klik« kemije izpolnjevati stroge kriterije. Biti morajo modularne, regio- in 
stereospecifične, z visokimi izkoristki morajo poteči pod enostavnimi reakcijskimi 
pogoji, preferenčno brez uporabe topil. Za izhodne spojine je zaželeno, da so lahko 
dostopne, glavni produkt pa mora biti od (morebitno nastalih) neškodljivih stranskih 
produktov izoliran z enostavnimi metodami brez uporabe kromatografije (npr. 
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kristalizacija, destilacija ipd.)44,45. Nekatere vrste reakcij, ki navedene stroge pogoje 
izpolnjujejo, so: 
1. nukleofilne substitucije (odpiranje napetih heterocikličnih obročev, na primer 
epoksidov), 
2. kemija ne-aldolnih karbonilnih spojin (nastanek (tio)sečnine, aromatskih 
heterociklov, oksim etrov, hidrazonov in amidov), 
3. adicije na multiple C=C vezi (konjugativne Michaelove adicije nukleofilov, 
epoksidacija, dihidroksiliranje) in 
4. cikloadicije nenasičenih specij (predvsem 1,3-dipolarne cikloadicije in Diels-
Alder transformacije). 
Med naštete reakcije bi se lahko uvrstile tudi z bakrom katalizirane [3+2] cikloadicijske 
reakcije med azometin imini in alkini, saj izpolnjujejo večino zgoraj naštetih pogojev29. 
Produkti reakcije med azometin imini (pripravljeni iz 3-pirazolidinonov) in alkini v 
prisotnosti katalitičnih količin bakrovih zvrsti, so pogosto rumeno fluorescirajoči 
dihidropirazolo[1,2-a]pirazoli. Funkcionalizacija nastalih fluorescentnih produktov z 
reaktivno elektrofilno skupino omogoča njihovo vezavo na nukleofilna področja 
bioloških makromolekul, zaradi česar se lahko omenjene spojine uporabljajo kot 
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2 Namen dela 
 
Človeštvo se vsakodnevno sooča z mnogimi zagatami in izzivi na področju farmakologije 
in farmacije. Za nekatere od teh izzivov je človeštvo že našlo rešitve, medtem ko se drugi 
nekoč že rešeni problemi tokrat zopet vračajo v še hujši obliki, na primer pojav odpornosti 
na antibiotike in druge zdravilne učinkovine. Eno izmed možnih rešitev tega problema 
predstavljajo biciklični pirazolidinoni, ki izkazujejo visoko biološko aktivnost, zato se 
intenzivno preučujejo kot potencialni novi antibiotiki, pesticidi in antimalariki. 
V prvem delu raziskovalnega dela smo poskušali poiskati biološko aktivne biciklične 
pirazolidinone, ki bi učinkovito inhibirali plazmodijski encim dihidroorotat 
dehidrogenazo. Preživetje plazmodijev je namreč močno odvisno od pravilnega delovanja 
omenjenega encima, saj se le-ta vključuje v mnoge biokemijske procese, ki parazitu 
omogočajo obstoj in razvoj. Zaradi čedalje večje odpornosti plazmodijev na že 
uveljavljena zdravilna sredstva bi uvrstitev potencialnega inhibitorja na vsakodnevno 
krajši seznam še aktivnih zdravilnih učinkovin privedla korak bližje k obvladovanju 
omenjene bolezni. 
Drugi del raziskave je posvečen sintezi heterogenih bakrovih(II) katalizatorjev, ki bi 
učinkovito katalizirali čim širši spekter [3+2] cikloadicijskih reakcij med azometin imini 
in acetileni. Netopnost takšnega katalizatorja omogoča njegovo enostavno odstranitev iz 
reakcijske mešanice po koncu reakcije in izogib izvajanju kromatografskih metod. 
Učinkovitost pretvorbe smo preverili na izbrani modelni reakciji, težili pa smo predvsem 
k čim manjši količini katalizatorja in reakcijskim časom ter k čim večjemu naboru 
cikloadicijskih reakcij z različnimi azometin imini in večkratni ponovni uporabi že 
uporabljenega katalizatorja. 
V sklepnem delu študije pa smo nekaj pozornosti namenili tudi sintezi potencialnih 
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3 Rezultati in razprava 
 
V prvem delu našega raziskovanja smo se osredotočili na pripravo nabora derivatov 
pirazolo[1,2-a]pirazola. Ker spojine z bicikličnim pirazolidinonskim strukturnim 
elementom izkazujejo visoko biološko aktivnost na širok spekter mikrobov smo se 
odločili, da preverimo njihovo biološko aktivnost na encimu plazmodija. 
 
3.1 Sinteza derivatov pirazolo[1,2-a]pirazola 
 
Prvo stopnjo na poti do pridobitve pirazolo[1,2-a]pirazolnih derivatov je predstavljala 
priprava 3-pirazolidinonov, ki smo jih pripravili po že uveljavljenem sinteznem 
postopku26. Najprej smo potrebovali α,β-nenasičen ester (akrilat) in hidrazin hidrat, s 
katerima smo tvorili petčlenski obroč s povezanima dušikovima atomoma. Izbrali smo si 
komercialno dostopne akrilate z enostavnimi organskimi skupinami, vezanimi na β-
mestu. Akrilat smo zmešali z etanolom in dodali hidrazin hidrat. Reakcija je najprej 
potekala pri temperaturi vrelišča etanola nato pa smo etanol zamenjali s toluenom in 
reakcijo izvajali še 4 ure. Reakcija je prikazana na shemi 8. 
 
Shema 8: Sinteza pirazolidinonov. 
Nadaljevali smo s sintezo azometin iminov, ki smo jih pripravili z reakcijo med 
aldehidom in pirazolidinonom. V primeru izbire aromatskega aldehida smo lahko nastali 
azometin imin izolirali iz reakcijske mešanice, medtem ko so produkti z alifatskimi 
aldehidi dajali manj stabilne azometin imine, ki jih je bilo potrebno generirati neposredno 
v reakcijski mešanici. Oblikovali smo dve različni metodi (Metoda A in B), ki sta obe 
vodili do načrtovanih končnih produktov. 
Pri Metodi A je reakcija med pirazolidinonom (2a ali 2c) in benzaldehidom (3a) potekla 
v prisotnosti katalitičnih količin trifluoroocetne kisline, kot topilo pa smo uporabili EtOH. 
Po končani reakciji smo topilo vakuumsko uparili in tekoči preostanek v bučki trituirali 
z Et2O. Izpadle kristale stabilnega aromatskega azometin imina smo odfiltrirali, posušili 
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na zraku ter jih raztopili v anizolu. Raztopini smo dodali metil metakrilat (5) in jo segreli 
do vrelišča. 
Postopek pri Metodi B pa je bil zasnovan tako, da smo v anizolu raztopili pirazolidinon 
(2a, 2b ali 2c) in dodali 4 ekvivalente alifatskega aldehida (3b, 3c ali 3d) ter zmes mešali 
1 uro. Na ta način smo in situ tvorili azometin imin, ki smo mu dodali metil metakrilat 
(5) in mešanico segreli do vrelišča. 
Shematski prikaz celotnega postopka je predstavljen na shemi 9, tabela 1 pa prikazuje 
eksperimentalne podatke. Poteku reakcije v vrelem anizolu smo sledili s tankoplastno 
kromatografijo (TLC). Ko smo presodili, da je reakcija potekla do konca, smo topilo 
vakuumsko uparili, v bučko dodali toluen in pare azeotropa zopet vakuumsko odparili. 
Surovim reakcijskim mešanicam smo posneli 1H NMR spektre in ugotovili, da od 8 
možnih diastereomerov nastaneta preferenčno le 2 izomera, večinski in manjšinski. 
Opazili smo, da so kristalizirale mešanice spojin 6/6'a–c, medtem ko so preostale štiri 
ostale v obliki viskoznega olja. Najverjetneje je za kristalizacijo odgovorna fenilna 
skupina v strukturi molekul. Iz razmerja med signali v spektru smo določili razmerje med 
nastalima izomeroma. 
 
Shema 9: Sinteza cikloaduktov. 
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Tabela 1: Eksperimentalni podatki. 
Spojine R1 R2 R3 6:6' 
Izkoristek [%] 
6 6' 
6/6'a Me H Ph 61:39 37 27 
6/6'b Ph H Ph 67:33 27 15 
6/6'c Ph H Me 33:67 25 45 
6/6'd Me Me Me 76:24 17 9 
6/6'e Me Me Et 85:15 36 / 
6/6'f Me H Me 53:47 23 19 
6/6'g Me H i-Pr 74:26 43 8 
 
Na koncu smo se odločili, da bomo poskušali nastale izomere ločiti. TLC analiza je 
pokazala, da imata izomera zelo podobna retencijska faktorja, kar je zaradi podobnosti 
struktur molekul v skladu s pričakovanji. Najboljšo rešitev problema smo našli v uporabi 
srednjetlačne tekočinske kromatografije (MPLC), ki omogoča relativno hitro separacijo 
komponent tudi do nekaj milimolarnih količin vzorca naenkrat. Pred izvedbo separacije 
je bilo potrebno reakcijski zmesi odstraniti polarne nečistoče. To smo storili s filtracijo v 
etil acetatu raztopljene reakcijske zmesi skozi plast silikagela. Šibkeje vezane 
komponente smo iz plasti silikagela sprali z etil acetatom. Topilo smo nato le še odparili 
in preostanek z injektorjem injicirali na MPLC kolono. Eluirane spojine smo detektirali 
pri valovni dolžini 254 nm. Frakcije smo združevali na osnovi razvitih TLC 
kromatogramov. Z uporabljeno tehniko separacije smo bili uspešni v 13 od skupno 14 
primerov. Edini neuspeli poskus separacije predstavlja spojina 6'e, ki je nismo uspeli 
pridobiti v čisti obliki. Predvidevamo, da sta razloga za neuspeh predvsem v zelo majhni 
količini reakcijske zmesi in majhnemu deležu omenjene spojine v zmesi. Količina spojine 
je bila najbrž prenizka, da bi jo uspeli zaznati z detektorjem. Detektor spojine zaradi 
previsoke meje detekcije najverjetneje ni zaznal in posledično je spojina končala med 
odpadnimi topili. Pri ločevanju zmesi pa smo zopet opazili nekatere razlike med 
spojinami. Tisti končni produkti, ki so v svoji strukturi vsebovali fenilno skupino (6/6'a–
c), so se ob uporabi etil acetata kot mobilne faze bistveno hitreje eluirali iz kolone kot 
ostali produkti. Razlog za to je najbrž večja nepolarnost spojin 6/6'a–c zaradi prisotnosti 
fenilne skupine. Ostali produkti so se zaradi večje polarnosti dalj časa zadrževali na 
koloni, zato je bilo potrebno uporabiti mobilno fazo z večjo polarnostjo. To smo dosegli 
z dodatkom etanola, tako da je njegova količina v mobilno fazi dosegala delež do 10 % 
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(V/V). Na ta način smo skrajšali separacijski čas in posledično zmanjšali difuzijo spojin 
na koloni ter zožili vrhove v kromatogramu. Primerjava ločb nekaterih izbranih zmesi je 
prikazana na sliki 7. 
 
 
Slika 7: Primerjava kromatogramov treh primerov spojin. 
 
3.2 Testiranje biološke aktivnosti 
 
Encim PfDHODH smo izrazili in izolirali po postopku, opisanem v literaturi4,47. 
Najprej smo celice E. coli transformirali z vektorjem, ki je vseboval zapis za PfDHODH. 
Celice smo gojili do željene vrednosti OD600. Izražanje rekombinantnih proteinov smo 
inducirali z dodatkom IPTG in inkubiranim celicam preko noči omogočili njihovo rast. S 
centrifugiranjem smo zbrali celice, jih resuspendirali v pufru in jih lizirali s sonifikacijo. 
Nastali homogenat smo centrifugirali, supernatant pa nanesli na kolono z imobiliziranimi 
nikljevimi ioni. Vezani protein smo iz kolone eluirali s pomočjo elucijskega pufra ter 
zbrali frakcije, ki so vsebovale protein. Uspešnost izražanja smo preverili z NaDS-PAGE. 
Protein smo nazadnje še dializirali, ga skoncentrirali in ga do uporabe shranili pri 
temperaturi –80 °C. 
Biološko aktivnost izbranih sintetiziranih derivatov smo določili z merjenjem absorbance 
pri reakciji neporabljenega redoks barvila 2,6-diklorofenolindofenola (DCIP) v 
vdolbinicah na mikrotitrski plošči. Prednosti uporabe mikrotitrske plošče v primerjavi z 
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uporabo kivet so v omogočanju hitrejše priprave vseh testnih raztopin in hkratnem 
merjenju vseh absorbanc s pomočjo bralca plošč. Encim za reakcijo pretvorbe substrata 
((S)-dihidroorotata) v produkt (orotat) potrebuje dva kofaktorja – flavin mononukleotid, 
ki sodeluje pri oksidaciji dihidroorotata, in ubikinon, ki služi kot akceptor elektronov. Za 
biološka testiranja uporabimo ubikinonu analogen decilubikinon, ki je stabilnejši. Nastali 
decilubikinol se v prisotnosti DCIP reoksidira do decilubikinona, barvilo pa sprejme 
oddana elektrona in se pretvori iz oksidirane modre v reducirano brezbarvno obliko 
(DCIPH2). Celoten potek reakcije v vdolbinicah je prikazan na shemi 10. Višja 
absorbanca reakcijske mešanice v posamezni vdolbinici torej nakazuje na manj 
reduciranega barvila ter posledično na manjše delovanje encima oziroma boljši 
inhibitorni učinek testnih inhibitorjev. 
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Shema 10: Shematski prikaz poteka reakcije v vdolbinicah. 
Biološko aktivnost sintetiziranih inhibitorjev smo najprej preverili na surovih zmeseh 
izomerov, ki smo jih prefiltrirali skozi plast silikagela. Za tiste zmesi izomerov pri katerih 
je bilo ugotovljeno, da izkazujejo povišano biološko aktivnost smo se odločili, da bomo 
izmere ločili in testiranje ponovili na izoliranih izomerih. Izomerov iz zmesi, ki so 
delovale kot aktivatorji ali ki niso izkazovale inhibitornega učinka na encim, nismo 
ponovno testirali in vključevali med rezultate. 
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V vsaki vdolbinici smo pripravili reakcijsko zmes, ki je v ustreznih koncentracijah 
vsebovala vse potrebne spojine, ki jih encim potrebuje za potek reakcije (glej shemo 10). 
Izjema je flavin mononukleotid, ki je že vezan na encim in ga v testne mešanice ni bilo 
potrebno dodajati4. V vdolbinice smo najprej odmerili ustrezen volumen raztopine 
sintetiziranih inhibitorjev različnih koncentracij v DMSO, reakcijskega pufra, raztopine 
barvila DCIP, raztopine substrata (L-dihidroorotična kislina) in raztopine kofaktorja 
decilubikinona. Zadnji korak je predstavljal dodatek raztopine encima, ki pa je moral biti 
izveden v najkrajšem možnem času z namenom zagotovitve približno enakega 
reakcijskega časa v vseh vdolbinicah. Ploščo smo 20 minut inkubirali pri 25 °C. Reakcijo 
smo ustavili z dodajanjem raztopine SDS v vse vdolbinice v enakem zaporedju, kot smo 
dodajali encim. Na ta način smo encim denaturirali in reakcijo ustavili. 
Slepe vzorce smo pripravili po enakem zgoraj opisanem postopku, le da smo v vdolbinice 
namesto raztopin encima in inhibitorja dodali enaka volumna pufra in DMSO. Tudi v 
vdolbinice s slepim vzorcem smo dodali raztopino SDS. 
Na bralcu plošč smo pri maksimalni absorbanci barvila (600 nm) in referenčni valovni 
dolžini (690 nm) izmerili absorbanco nereduciranega barvila. Tabela 2 prikazuje izgled 
mikrotitrske plošče po koncu reakcije. 
 
Tabela 2: Poenostavljen prikaz izseka mikrotitrske plošče ob koncu reakcije. 
 Cinhibitor [μM] 
 Sa 0 25 50 62,5 125 250 500 1000 
  1 2 3 4 5 6 7 8 
A          
B          
C          
a Slepi vzorec  
Iz nabora preučevanih reakcijskih zmesi smo le pri zmesi izomerov 6/6'a ugotovili upad 
encimske aktivnosti v prisotnosti potencialnega inhibitorja. 
Na sliki 8 je grafično prikazan rezultat testiranja zmesi izomerov 6/6'a. Kot lahko 
razberemo z grafa, se aktivnost encima s povišanjem koncentracije inhibitorja zmanjšuje. 
V končni točki dosežemo najnižjo aktivnost, ki ustreza približno 70 % neinhibirane 
aktivnosti encima oziroma povedano drugače, aktivnost encima se v izbranem 
koncentracijskem območju zmanjša za 30 %. 
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Slika 8: Rezultat testiranja zmesi izomerov 6/6'a. 
 
Zaradi vzpodbudnih rezultatov smo se odločili, da bomo iz zmesi poskusili izolirati 
posamezne stereoizomere in preveriti njihovo aktivnost. Kot je že bilo omenjeno, smo 
uspeli iz zmesi ločiti 2 izomera, katerima smo preverili inhibitorni učinek Grafično 
predstavljene rezultate testiranja za večinski izomer 6a prikazuje slika 9, za manjšinski 
izomer 6'a pa slika 10. 
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Iz rezultatov je razvidno, da inhibitorne lastnosti derivata 6a nastopijo šele pri visokih 
koncentracijah inhibitorja. Opazimo lahko tudi, da pri nizkih koncentracijah spojina 
deluje kot aktivator, saj se aktivnost encima nekoliko zviša. Iz ugotovljenega lahko 
zaključimo, da spojina 6a ni primeren inhibitor, saj se šibek učinek inhibicije pokaže pri 
visokih koncentracijah inhibitorja, pri nizkih pa spojina deluje kot aktivator. 
 
 
Slika 10: Rezultat testiranja manjšinskega izomera 6'a. 
 
Nekoliko vzpodbudnejši so rezultati, ki smo jih pridobili pri testiranju izomera 6'a. Ob 
pogledu na graf kmalu ugotovimo, da aktivnost z višanjem koncentracije vseskozi pada. 
V koncentracijskem območju od 125 do 250 μmol/L dosežemo padec aktivnosti za 100 
% glede na neinhibiran encim. Z nadaljnjim višanjem koncentracije do 1000 μmol/L se 
aktivnost encima zniža še za dodatnih 115 %. Celotno zmanjšanje aktivnosti je tako kar 
215 %. Kar nas je pri teh rezultatih razočaralo pa je ugotovitev, da encima do izbrane 
maksimalne koncentracije nismo uspeli popolnoma inhibirati, saj se aktivnost v točkah 
najvišjih koncentracij navidezno ne ustali. 
Rezultata testiranj obeh izomerov nam pojasnita tudi rezultat testiranja zmesi. Ker je bilo 
v slednji prisotnega približno 40 % manjšinskega izomera, ostalih 60 % pa je predstavljal 
večinski izomer, je bila inhibicija zmesi za približno 60 % slabša, saj je k inhibitornemu 
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3.3 Sinteza in uporaba Cu(II)-katalizatorjev v heterogeni katalizi 
 
Zaradi uspešnosti sintez nasičenih bicikličnih pirazolidinonskih derivatov smo se odločili, 
da bomo poskusili našo raziskavo razširiti še na poskus sinteze nenasičenih sistemov. V 
ta namen lahko preprosto zamenjamo alkenski dipolarofil z acetilenskim analogom, v 
obročni sistem pa tako uvedemo dvojno vez. Za razliko od 1,3-dipolarnih cikloadicij med 
azometin imini in alkeni, potekajo [3+2] cikloadicije med alkini in azometin imini v 
prisotnosti katalizatorja, ki je najpogosteje bakrova zvrst v enem od treh oksidacijskih 
stanj (Cu0, Cu+ ali Cu2+). Za pretvorbo lahko uporabimo homogeni ali heterogeni bakrov 
katalizator33,38. Odločili smo se, da bomo poskusili pripraviti kompleks med Cu2+ ioni in 
enaminonskim ligandom. Slednjega bomo poskušali imobilizirati na netopni aminopropil 
silikagel. Prednost netopnih heterogenih katalizatorjev je njihovi enostavni odstranitvi iz 
reakcijske mešanice po končani reakciji. Katalizatorje smo sintetizirali po literaturnem 
postopku33. 
Na začetku smo se lotili sinteze enaminonov, ki so služili kot ligandi. 2-indanon (7) in 
2,6-diacetilpiridin (8) smo s kondenzacijo z N,N-dimetilformamid dimetilacetalom 
(DMFDMA) v suhem toluenu pretvorili v tri različne produkte. Pri kondenzaciji indanona 
je nastala zmes bis- (7a) in mono-enaminona (7b), katera smo uspeli izolirati s kolonsko 
kromatografijo. Pri reakciji diacetilpiridina nastane le bis-enaminon (8a). Na shemi 11 so 
opisane reakcije shematsko prikazane. 
 
 
Shema 11: Sinteza izhodnih enaminonov. 
 
Za pripravo željenih enaminonov smo potrebovali še diamine dihidrokloride, ki smo jih 
pripravili iz ustreznih diaminov. Ker smo želeli bakrove ione čim močneje koordinativno 
vezati na enaminonski ligand smo izbrali takšne alifatske in aromatske diamine, ki so 
imeli aminski skupini oddaljeni za največ 3 ogljikove atome. Izbrane diamine (9–11) smo 
na ledeni kopeli raztopili v etil acetatu in po kapljicah dodali koncentrirano HCl. Reakcija 
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je shematsko ponazorjena na shemi 12. Iz topila izpadle diamine dihidrokloride (9–11a) 
smo posušili in jih uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
 
 
Shema 12: Priprava diaminov dihidrokloridov. 
 
Načrtovane enaminone smo pripravili z reakcijo transaminacije med izhodnim 
enaminonom (7a, 7b in 8a) in diaminom dihidrokloridom (9–11a). Pri tej vrsti reakcije 
reaktanti tvorijo polimerni produkt, ki pa je pogosto težko topen v organskih topilih. 
Lahko pa reakcijo z ustreznim množinskim razmerjem med reaktantoma privedemo do 
nastanka bolje topnih heterotrimerov, ki bi bili v naslednjem koraku primernejši za 
vezavo na netopni nosilec. V ta namen smo za reakcijo uporabili en ekvivalent diamina 
dihidroklorida in dva ekvivalenta izhodnega enaminona. Kot topilo smo uporabili 
metanol, reakcija pa je potekala pri sobni temperaturi. Izoborjene heterotrimere smo iz 
reakcijske mešanice izločili s filtracijo. Splošni potek transaminacije z vsemi nastalimi 
produkti je prikazan na shemi 13. 
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Shema 13: Splošen potek reakcije s končnimi heterotrimernimi produkti. V oklepajih 
sta z oznakama navedeni izhodni spojini. 
 
Pridobljene heterotrimere smo nato vezali na aminopropil silikagel, ki je predstavljal 
netopen nosilec. Ker je v dosedanjih študijah33 visoko aktivnost izkazoval tudi bakrov 
kompleks z ligandom 7b smo se odločili, da ga bomo vključili tudi v našo študijo. 
Enaminonske ligande smo pri sobni temperaturi raztopili v MeOH, dodali aminopropil 
silikagel in zmes stresali. Po 24 urah smo trden preostanek s filtracijo ločili od raztopine 
nevezanega liganda. Oborino, ki je predstavljala imobiliziran ligand, smo nato pod 
enakimi reakcijskimi pogoji stresali še v prisotnosti Cu(OAc)2 • H2O (15). S ponovno 
filtracijo smo sintetizirane katalizatorje K1–4 ločili od nevezanega bakrovega acetata. 
Splošna sintezna pot s predvidenimi strukturami katalizatorjev je predstavljena na shemi 
14. 
  
Rezultati in razprava 




Shema 14: Vezava enonov 7b, 12–14 na aminopropil silikagel (zgoraj) in 
predpostavljene strukture pripravljenih katalizatorjev K1–4 (v okvirju). 
 
Za študij primerjave učinkovitosti sintetiziranih katalizatorjev na reakcijah cikloadicije 
smo potrebovali še ustrezno modelno reakcijo. Izbrali smo [3+2] cikloadicijsko reakcijo 
med dipolom azometin iminom 16a in metil propiolatom (17) kot dipolarofilom. Za 
standardne reakcijske pogoje smo si izbrali sobno temperaturo in 4 mL topila CH2Cl2, 
reakciji pa smo omogočili potek v steklenih vialah na stresalniku. Uporabljeni množini 
reagentov sta bili 0,125 mmol azometin imina in 0,15 mmol metil propiolata. Modelno 
reakcijo s standardnimi reakcijskimi pogoji prikazuje shema 15. 
 
 
Shema 15: Modelna reakcija, na kateri smo proučevali vpliv heterogenih katalizatorjev. 
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Najprej smo se odločili preveriti vpliv vezanega liganda na učinkovitost katalizatorja, ki 
smo jo določili glede na stopnjo pretvorbe. Slednje smo določili glede na razmerja 
protonskih signalov med signali reagenta 16a in aduktom 18 po končani reakciji. Ker smo 
predvidevali, da bosta na pretvorbo vplivala količina dodanega katalizatorja in čas, smo 
najprej variirali ti dve spremenljivki. Rezultati so zbrani v tabeli 3 in prikazani na sliki 
11, potek reakcije pa je prikazan na shemi 16. 
 
Tabela 3: Odstotna stopnja pretvorbe v prisotnosti različnih mas katalizatorjev ob treh 
različnih reakcijskih časih. 
 
  Oznaka katalizatorja 
  K1 K2 K3 K4 



















 17 62 100 39 51 69 18 7 7 25 70 82 
2 32 100 100 70 89 100 41 13 14 55 83 100 
3 59 100 100 73 100 100 56 16 18 50 100 100 
 
 
Shema 16: Pretvorba pri reakciji med azometin iminom 16a in metil propiolatom 17 po 
1–3 urah v prisotnosti različnih mas katalizatorjev K1–4.  
Rezultati in razprava 





























Vpliv mase katalizatorja na stopnjo pretvorbe v 1 h























Vpliv mase katalizatorja na stopnjo pretvorbe v 2 h























Vpliv mase katalizatorja na stopnjo pretvorbe v 3 h
Katalizator K1 Katalizator K2 Katalizator K3 Katalizator K4
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Katalizatorji K1, K2 in K4 so bili pri pretvarjanju reagentov v produkt učinkovitejši pri 
daljšem reakcijskem času in ob uporabi večje mase katalizatorja, kar je v skladu z našimi 
pričakovanji. V območju 20–30 mg izkazuje najvišjo učinkovitost katalizator K1, 
medtem ko je pri 10 mg v večini primerov najmanj učinkovit. Podobno lahko sklepamo 
tudi za K2, ki daje podobne rezultate, poleg tega pa je bil najučinkovitejši pri pretvorbah 
z uporabljenimi 10 mg spojine. Katalizator K4 se po učinkovitosti uvršča med oba 
predhodno omenjena katalizatorja. V nasprotju s pričakovanji pa so bili rezultati, 
pridobljeni po testiranjih katalizatorja K3, ki je izkazoval povišano učinkovitost ob 
uporabi manjše mase in ob daljšem reakcijskem času. Stopnja pretvorbe po 3 urah je bila 
primerljiva s pretvorbami ostalih katalizatorjev pri uporabi 10 mg katalizatorja. V 
prisotnosti 20 in 30 mg katalizatorja so bile pretvorbe pri vseh treh reakcijskih časih 
primerljive. 
Za popolno pretvorbo je bila torej najmanjša potrebna masa katalizatorja 20 mg in 
najkrajši reakcijski čas 2 uri, kar smo dosegli z uporabo katalizatorja K1. 
Rezultati eksperimentov so naša pričakovanja delno izpolnili. Zaradi možnosti vezave 
dveh bakrovih ionov v strukture katalizatorjev K2–4 smo pričakovali večjo učinkovitost 
teh katalizatorjev kot v primeru K1, kjer je v strukturo predvidoma vezan le en bakrov 
ion, vendar večjih razlik nismo opazili. 
Preverili smo tudi morebitno katalitično aktivnost imobiliziranih ligandov in na 
modificiran silikagel koordinativno vezan samo baker v kompleksu z acetatnim anionom, 
ki je služil kot referenčni katalizator. Njegova predvidena struktura je prikazana na sliki 
12. V prvem primeru po 3 urah pretvorbe nismo zaznali, v drugem pa je bila pretvorba 9 
% ob uporabi 30 mg katalizatorja. Z izvedenim eksperimentom smo potrdili vpliv 
ligandov na učinkovitost katalizatorjev. 
 
Slika 12: Predvidena struktura referenčnega katalizatorja. 
Zmožnost katalitične učinkovitosti vseh štirih katalizatorjev smo preverili tudi na 
cikloadicijah različnih azometin iminov 16a–f z metil propiolatom. Izbrali smo si 
azometin imine, ki imajo na fenilnem obroču vezane različne elektron privlačne in 
elektron donorske skupine. Zagotovili smo standardne reakcijske pogoje in si za 
reakcijski čas izbrali 3 ure, kot količino uporabljene mase pa 20 mg. Tabela 4 prikazuje 
zbrane rezultate, slika 13 pa njihovo grafično predstavitev. 
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K1 K2 K3 K4 
16a OMe OMe 100 100 13 100 
16b Cl H 29 43 38 48 
16c Me H 21 20 15 28 
16d OMe H 3 2 1 3 
16e NO2 H 66 81 82 85 



























Grafični prikaz pretvorb pri uporabi izbranih azometin iminov  
K1 K2 K3 K4
2
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Različne substituente na fenilnem obroču azometin iminov očitno signifikantno vplivajo 
na zmožnost pretvorbe uporabljenih reaktantov v produkte. Vsi katalizatorji z izjemo K3 
so najučinkoviteje pretvorili metil propiolat 17 in azometin imin 16a, učinkoviti pa so bili 
tudi pri pretvorbi 16e in 17. Azometin imin 16f se je popolnoma pretvoril v prisotnosti 
K1 in 17, medtem ko so bili ostali trije katalizatorji nekoliko manj učinkoviti. Presenetile 
pa so nas nizke vrednosti pretvorb z uporabo 16d, saj smo zaradi podobnih elektronskih 
in strukturnih vplivov pričakovali primerljivo učinkovitost pretvorbe kot pri analogu 16a. 
Prav tako ponovno izstopa že omenjena neobičajno nizka učinkovitost katalizatorja K3 
pri pretvorbi 16a in 17, saj je bil K3 v vseh ostalih primerih primerljivo učinkovit pri 
pretvorbah kot ostali katalizatorji. Uporabe proučevanih katalizatorjev ne moremo 
posplošiti oziroma razširiti na večji nabor podobnih reakcij, prav tako nam pričujoči 
rezultati ne omogočajo predvidevanja uspešnosti pretvorb z ozirom na elektronske vplive 
substituent v strukturah reagentov. 
V sklepnem delu poglavja smo želeli še preveriti, kolikokrat lahko uporabimo enak 
katalizator, preden se ta izrabi in izgubi učinkovitost. V ta namen smo v viale nasuli 20 
mg katalizatorja in reakcijo pri standardnih pogojih izvajali 2 uri. Zaradi zagotovitve 
konstantnosti mase katalizatorjev smo namesto filtracije skozi stekleno frito (ki vodi do 
izgub) morali uporabiti drug način ločbe. Odločili smo se za uporabo bombažne vate, ki 
smo jo zaradi svoje inertnosti dodali kar v reakcijsko zmes. Po vsakem zaključku reakcije 
smo s kapalko odstranili filtrat, katalizator pa je ujet na celuloznih vlaknih v enaki količini 
ostal v viali. Rezultati so zbrani v tabeli 5 in grafično prikazani na sliki 14. 
 
Tabela 5: Ponovna uporaba katalizatorjev. 
 
 Pretvorba [%] 
Ponovitev K1 K2 K3 K4 
1 100 100 13 89 
2 29 46 41 61 
3 5 15 38 8 
4 / 5 19 / 
5 / / 9 / 
Rezultati in razprava 






Slika 14: Pretvorbe ob ponovni uporabi katalizatorjev. 
 
Po primerjavi rezultatov pretvorb vseh uporabljenih katalizatorjev ugotovimo, da 
katalitična učinkovitost K1, K2 in K4 znatno pada z vsako naslednjo ponovitvijo. Po 3 
ponovitvah se učinkovitost katalizatorjev zmanjša do tako nizke vrednosti, da postanejo 
neuporabni za nadaljnje pretvorbe. Izjemo zopet predstavlja K3, ki se mu pri drugi 
ponovitvi aktivnost za trikrat poviša glede na predhodno ponovitev in doseže z ostalimi 
katalizatorji primerljivo stopnjo pretvorbe. Prav tako smo opazili, da njegova učinkovitost 
počasneje pada, zato ga lahko uporabimo v večjem številu ponovitev, vendar pa je stopnja 
pretvorbe vseskozi nizka. 
Zaradi očitnega upada stopenj pretvorb z večanjem števila ponovitev smo se odločili 
preveriti, če se morda med stresanjem mešanice s katalizatorja v medij sproščajo bakrove 
zvrsti, ki katalizirajo reakcijo. V protonskih spektrih, s pomočjo katerih smo določevali 
pretvorbe, sicer nismo zaznali širjenja vrhov zaradi prisotnosti paramagnetnih bakrovih 























K1 K2 K3 K4
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niso bile opazne. Tako smo v 4 viale natehtali po 30 mg katalizatorjev K1–4 in jih 3 ure 
v CH2Cl2 stresali pri sobni temperaturi. Nato smo ločili trdne faze od filtratov, v katere 
smo nato dodali reagenta 16a in 17 ter pri standardnih pogojih mešanice stresali nadaljnje 
3 ure. Ker smo v protonskih spektrih vzorcev po uparevanju topila in 17 imeli prisoten le 
reagent 16a lahko sklepamo, da katalizatorji bakrovih zvrsti ne sproščajo oziroma jih ne 
sproščajo v tolikšni meri, da bi te katalizirale pretvorbo. 
Katalizirajoče zvrsti pa bi se lahko v reakcijsko zmes sprostile tudi med potekom reakcije. 
Hipotezo smo želeli preveriti s testiranjem katalitske učinkovitosti nastale produktne 
reakcijske mešanice. Po običajnem postopku smo izvedli pretvorbo z uporabo naključno 
izbranega katalizatorja K1 ter se s pomočjo protonskega spektra prepričali, da je reakcija 
potekla s 100 % pretvorbo. V izogib ponovnemu uparevanju in potencialnim izgubam 
zmesi smo se odločili, da bomo naslednjo reakcijo izvedli kar v CDCl3 namesto v CH2Cl2. 
V cevko s produktom smo v enakih množinah kot običajno dodali oba reagenta in 
nemudoma posneli spekter. Določili smo 45 % začetno pretvorbo, kar je skladno s 
pričakovanji. Po 8 urah smo spekter posneli še enkrat in določili novo vrednost pretvorbe 
v višini 82 %. Pretvorba se je torej v prisotnosti reakcijske mešanice povišala za 37 %. 
Da reakcija med reagentoma ne poteče smo preverili s pripravo mešanice med 
reagentoma v CDCl3 pod enakimi pogoji kot v prejšnjem primeru. Po 8 urah pretvorbe 
ne opazimo. Iz ugotovitev tako lahko zaključimo, da se katalizirajoče bakrove(II) zvrsti 
v medij sprostijo tekom reakcije. Reakcijo bi lahko kataliziral tudi nastali produkt, vendar 
je to malo verjetno. S to ugotovitvijo lahko pojasnimo upad katalitske učinkovitosti ob 
večkratni uporabi katalizatorjev. 
Nenasičeni produkt modelne reakcije smo na koncu želeli s hidrogenacijo dvojne vezi 
pretvoriti v nasičen pirazolo[1,2-a]pirazol. Hidrogenacijo smo izvedli pod povišanim 
tlakom vodika v prisotnosti 10 % katalizatorja Pd/C. Potek reakcije je predstavljen na 
shemi 17. 
 
Shema 17: Cikloadicija med metil propiolatom in azometin iminom s sledečo 
hidrogenacijo. 
Po končanem hidrogeniranju sta v reakcijski zmesi prisotna večinski in manjšinski izomer 
v razmerju 10:3. Popolne karakterizacije nismo izvedli. S pomočjo opisanega postopka 
bi lahko pripravili regioizomere nasičenim derivatom pirazolo[1,2-a]pirazola, ki smo jim 
določevali inhibitoren učinek na PfDHODH. 
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3.4 Sinteza potencialnih fluorescentnih označevalcev bioloških 
molekul 
 
Sklepni del našega raziskovanja smo namenili pripravi funkcionaliziranih fluorescentnih 
derivatov dihidropirazolo[1,2-a]pirazola, ki bi bili zaradi sposobnosti fluorescence lahko 
uporabni kot potencialni označevalci bioloških molekul. Sintetizirali smo jih s CuAIAC 
reakcijo med funkcionaliziranimi inoni in azometin imini. Kot katalizator smo uporabili 
baker v prahu, ki pa se je tekom reakcije pasiviral z nastankom površinske obloge in 
adsorbiral na površino vial, v katerih je potekala reakcija. Problem smo zaobšli z 
dodatkom Cu/C, saj pri njem po koncu reakcije nismo opazili nastanka oblog. Obenem 
smo v raztopini z njegovim dodatkom povečali abrazijo med delci in posledično bistveno 
zmanjšali nastanek oblog okoli Cu delcev ter njihovo adsorpcijo na steklo. Najverjetneje 
bi bili primerni tudi katalizatorji K1–4, vendar smo se glede na rezultate predhodnih študij 
njihovi uporabi raje izognili, saj naj bi takšne vrste katalizatorji pospeševali razpad 
cikloaduktov46. 
Najprej smo se lotili sinteze inona, aktiviranega z N-hidroksisukcinimidno skupino. 
Anhidrid jantarne kisline (20) smo s Friedel-Crafts reakcijo v prisotnosti 
bis(trimetilsilil)acetilena (21) pretvorili v 4-okso-6-(trimetilsilil)heks-5-inojsko kislino 
(22). Reakcijo smo izvajali pri 0 °C v brezvodnih pogojih in pod argonovo atmosfero. Po 
2 urah smo reakcijsko mešanico temperirali na sobno temperaturo in reakcijo pustili 
potekati še nadaljnjih 24 ur. Zopet ohlajeni mešanici smo dodali 1M HCl in z ekstrakcijo 
izolirali kislino 22. Nastalemu inonu smo v naslednjem koraku omogočili pogoje za 
reakcijo z N-hidroksisukcinimidom (NHS) (23), kot aktivator reakcije pa smo uporabili 
N,N'-dicikloheksilkarbodiimid (24) (DCC). Po nekaj minutah začne izpadati bela oborina, 
ki jo po koncu reakcije filtriramo in zavržemo, filtratu pa z ekstrakcijo odstranimo željeni 
produkt. Izolirani N-sukcinimidilni ester oziroma aktivirani inon 25, smo s CuAIAC ob 
prisotnosti azometin imina 16b ter katalitičnih količin bakra v prahu in bakra na ogljiku 
(Cu/C) po 96 urah pretvorili v fluorescenten končni produkt 26. Vmesne in glavni produkt 
smo po potrebi čistili s kolonsko kromatografijo. Celoten potek reakcije je predstavljen 
na shemi 18. 
Rezultati in razprava 




Shema 18: Sintezni postopek priprave fluorescentnega označevalca 26. 
 
Odločili smo se pripraviti tudi z benzotriazolilno skupino aktiviran analog spojine 26. 
Tako kot v prejšnjem primeru, smo najprej pripravili aktivirani inon. 1H-benzotriazolu 
(27) smo pri inertnih pogojih in v suhem CH2Cl2 dodali tionil klorid, po 30 minutah pa še 
inon 22. Nastalo oborino smo odfiltrirali, iz filtrata pa z ekstrakcijo izolirali aktivirani 
inon 28. S CuAIAC reakcijo med 16b in 28 smo po 96 urah uspeli sintetizirati cikloadukt, 
ki smo ga izolirali s kolonsko kromatografijo. Intenzivno rumeno fluorescenten glavni 
produkt je začel kristalizirati že v frakcijah, v katerih je bil prisoten. Odločili smo se 
pripraviti še označevalec s krajšo verigo med bicikličnima sistemoma. Le-tega smo 
sintetizirali po enakem postopku kot prej, le da smo namesto inona 22 uporabili propiolno 
kislino 30. Končni produkt 32 ob izpostavitvi svetlobi valovne dolžine 366 nm emitira 
intenzivno rumenooranžno svetlobo. Shema 19 prikazuje celotni postopek sinteze. 
 
Rezultati in razprava 




Shema 19: Sinteza fluorescentnih cikloaduktov 29 in 32. 
 
  
Rezultati in razprava 





Slapšak Dejan                                                                                                         Magistrsko delo 
43 
 
4 Eksperimentalni del 
 
Temperature tališč smo določili s Koflerjevim talilnim mikroskopom z ogrevalno mizico 
in aparaturo za paralelno določevanje tališč Stanford Research Systems OptiMelt 
MPA100 – sistemi za avtomatsko določevanje tališča. 
NMR spektre smo posneli na NMR instrumentih Bruker Avance DPX 300 (pri 300 MHz 
za 1H jedra) in Bruker Avance III UltraShield 500 plus (pri 500 MHz za 1H in 126 MHz 
za 13C jedra) v 99,80 % devteriranih topilih CDCl3 in DMSO-d6 z dodanim internim 
standardom Me4Si proizvajalca Eurisotop. Vse sklopitvene konstante J so podane v Hz, 
vsi kemijski premiki δ pa v ppm. Spektri so bili preučeni s programom Mnova razvijalca 
programske opreme Mestrelab Research. 
Masne spektre smo posneli na masnem spektrometru Agilent 6224 Accurate Mass TOF 
LC/MS z ESI načinom ionizacije. 
IR spektre smo posneli na spektrofotometru Bruker FTIR Alpha Platinum z ATR 
nastavkom. Frekvence so podane z valovnim številom v cm–1. 
Elementne analize za ogljik, vodik in dušik smo opravili z instrumentom Perkin-Elmer 
CHN Analyzer 2400 II. 
Kolonsko kromatografijo smo izvajali v steklenih kolonah različnih dimenzij s 
silikagelom Fluka Silica Gel 60 dimenzije delcev 35–70 μm. 
Srednjetlačno tekočinsko kromatografijo (MPLC) smo izvajali na instrumentu Büchi 
Flash Chromatography System, sestavljenem iz črpalke modula C-605, kontrolne enote 
C-620, in zbiralnika frakcij C-660. Separacija komponent je potekala na silikagelu 
LiChrosphere Si 60, velikost delcev 12 μm. Detekcija komponent je bila izvedena z UV 
svetlobo valovne dolžine 254 nm. 
Pri spremljanju poteka reakcij s tankoplastno kromatografijo smo uporabljali aluminijaste 
plošče s silikagelom debeline nanosa 0,2 mm z dodanim fluorescentnim indikatorjem 
Zn2SiO4 (Kieselgel 60F254 proizvajalca Sigma-Aldrich). Spojine smo detektirali z UV 
svetlobo valovnih dolžin 254 in 366 nm. 
Paralelne sinteze smo izvajali v steklenih vialah na orbitalnem stresalniku Tehtnica 
Vibromix 313 EVT (24 mest). 
Vse uporabljene komercialno dostopne kemikalije različnih proizvajalcev so bile visoke 
čistosti (vsaj p. a.). 
Katalitsko hidrogeniranje smo izvedli na hidrogenatorju Parr 3916EF Hydrogenation 
Apparatus. 
Absorbance barvila pri biološkem testiranju aktivnosti so bile določene z bralcem plošč 
Tecan pri valovni dolžini maksimalne absorbance barvila DCIP (600 nm) in referenčni 
valovni dolžini (690 nm). Rezultate smo obdelali s programsko opremo Magellan. 
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Volumne do 1000 μL smo merili z mikropipetami proizvajalcev Eppendorf in Biohit. 
Eksperimentalni del je bil v celoti opravljen na Fakulteti za kemijo in kemijsko 
tehnologijo, članice Univerze v Ljubljani. 
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60 mmol ustreznega akrilata dodamo 30 mL etanola in 3,7 mL hidrazin monohidrata. 
Reakcijo izvajamo pod refluksom 14 ur. Topilo uparimo na rotacijskem uparjalniku in 
dodamo 30 mL toluena ter refluktiramo še 3 ure. Po tem času topilo zopet popolnoma 
uparimo, produkt pa v prisotnosti argonove atmosfere shranimo v hladilniku čez noč, da 
izpadejo kristali. 
 




Biciklične pirazolidin-3-one lahko pripravimo iz azometin iminov, ki jih generiramo in 
situ (Metoda A) ali pa jih zaradi dovolj velike stabilnosti uvedemo neposredno v 
reakcijsko mešanico (Metoda B). 
Metoda A: V 3 mL anizola raztopimo 1 mmol pirazolidinona in dodamo 4 mmol 
alifatskega aldehida. Zmes mešamo 1 uro, nato dodamo 1,2 mmol metil metakrilata ter 
mešanico 3 ure refluktiramo. Anizol odparimo pod znižanim tlakom, dolijemo 10 mL 
toluena in uparimo do suhega. Posušenemu preostanku dolijemo 5 mL etil acetata in 
nastalo raztopino filtriramo skozi plast silikagela. Izomerna cikloadukta ločimo s 
Eksperimentalni del 
Slapšak Dejan                                                                                                         Magistrsko delo 
46 
 
pomočjo MPLC, pri čemer kot mobilno fazo uporabimo etil acetat, ki mu po potrebi 
dodamo do 10 volumskih odstotkov etanola. 
Metoda B: V 3 mL anizola raztopimo 1 mmol azometin imina in dodamo 1,2 mmol metil 
metakrilata. Zmes pod refluksom segrevamo 3 ure. Anizol odparimo pod znižanim 
tlakom, nato dolijemo 10 mL toluena in uparimo do suhega. Preostanek raztopimo v etil 
acetatu in s pomočjo DVFC metode odstranimo polarne nečistoče. Izomerna cikloadukta 
ločimo s pomočjo MPLC, kot mobilno fazo pa uporabimo etil acetat. 
 





Pripravljeno iz azometin imina 4a (1 mmol, 188 mg) in metil metakrilata (5) (1,2 mmol, 
128 μL) v 3 mL anizola, pri temperaturi vrelišča, 3 h. Metoda A. Izkoristek: 105 mg (37 
%), oranžni kristali; Ttal = 132.4–132.9 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 0.86 
(3H, d, J = 6.2 Hz, 3-Me), 1.73 (3H, s, 1-Me), 2.39 (1H, dd, J = 13.2, 11.3 Hz, 2-H), 2.61 
(1H, dd, J = 15.8, 12.4 Hz, 6-H), 2.68 (1H, dd, J = 15.9, 7.8 Hz, 6-H), 2.75 (1H, dd, J = 
13.2, 5.7 Hz, 2-H), 3.42 (1H, ddq, J = 12.3, 8.0, 6.2 Hz, 5-H), 3.84 (3H, s, OMe), 3.95 
(1H, ddd, J = 11.3, 7.8, 5.6 Hz, 3-H), 7.24–7.48 (5H, m, Ph); 13C NMR (126 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 18.8, 22.5, 44.2, 53.0, 60.7, 62.8, 69.1, 127.7, 128.3, 128.9, 137.8, 164.8, 
172.2; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C16H21N2O3: 289.1541 (MH
+). Določena: 
289.1547 (MH+); Anal.: Izračunana za C16H20N2O3 (288.35): C, 66.65; H, 6.99; N, 9.72. 
Določena: C, 66.40; H, 6.88; N, 9.69; νmax (ATR): 2983, 2938, 2897, 1975, 1733, 1678, 
1492, 1456, 1435, 1410, 1381, 1339, 1316, 1302, 1287, 1269, 1244, 1202, 1178, 1145, 
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Sintezni postopek in metoda sta enaka kot pri spojini 6a. Izkoristek: 77 mg (27 %), 
oranžni kristali; Ttal = 110.8–113.2 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.12 (3H, 
d, J = 6.6 Hz, 3-Me), 1.83 (3H, s, 1-Me), 2.30 (1H, dd, J = 16.0, 1.2 Hz, 6-H), 2.54 (1H, 
dd, J = 12.5, 6.1 Hz, 2-H), 2.63 (1H, dd, J = 12.6, 10.2 Hz, 2-H), 3.20 (1H, dd, J = 16.0, 
8.1 Hz, 6-H), 3.66 (1H, dqd, J = 8.0, 6.6, 1.3 Hz, 5-H), 3.81 (3H, s, OMe), 4.11 (1H, dd, 
J = 10.2, 6.1 Hz, 3-H), 7.30–7.45 (5H, m, Ph); 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 
14.4, 21.8, 44.2, 51.3, 53.0, 58.4, 60.1, 127.3, 128.5, 128.7, 136.8, 163.1, 172.4; HRMS-
ESI (m/z): Izračunana za C16H21N2O3: 289.1546 (MH
+). Določena: 289.1547 (MH+); 
Anal.: Izračunana za C16H20N2O3 (288.35): C, 66.65; H, 6.99; N, 9.72. Določena: C, 
66.29; H, 6.95; N, 9.66; νmax (ATR): 2936, 1736, 1674, 1496, 1431, 1417, 1375, 1337, 
1289, 1255, 1232, 1177, 1126, 1085, 1071, 1030, 1008, 984, 926, 889, 872, 779, 768, 
744, 701, 611 cm–1. 
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Pripravljeno iz azometin imina 4b (0,5 mmol, 125 mg) in metil metakrilata (5) (0,6 mmol, 
64 μL) v 3 mL anizola, pri temperaturi vrelišča, 3 h. Metoda A. Izkoristek: 48 mg (27 
%), oranžna trdnina; Ttal = 130.9–131.5 °C; 1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.80 
(3H, s, 1-Me), 2.42 (1H, dd, J = 13.1, 11.3 Hz, 2-H), 2.77 (1H, dd, J = 13.1, 5.6 Hz, 2-
H), 2.94 (1H, dd, J = 16.1, 8.4 Hz, 6-H), 3.04 (1H, dd, J = 16.1, 12.3 Hz, 6-H), 3.88 (3H, 
s, OMe), 4.06 (1H, dd, J = 11.3, 5.6 Hz, 3-H), 4.32 (1H, dd, J = 12.3, 8.4 Hz, 5-H), 6.96–
7.20 (10H, m, 2 x Ph); 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 22.6, 45.1, 52.8, 53.3, 
61.1, 69.6, 70.7, 127.5, 127.6, 127.6, 127.8, 127.9, 128.0, 136.5, 138.1, 164.3, 172.2; 
HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C21H23N2O3: 351.1701 (MH
+). Določena: 351.1703 
(MH+); Anal.: Izračunana za C21H22N2O3 (350.16): C, 71.98; H, 6.33; N, 7.99. Določena: 
C, 71.93; H, 6.28; N, 8.01; νmax (ATR): 2951, 1747, 1691, 1494, 1456, 1427, 1409, 1372, 
1290, 1197, 1172, 1117, 1098, 1075, 1026, 967, 944, 916, 862, 794, 756, 743, 696, 649, 
624, 605 cm–1. 
 





Sintezni postopek in metoda sta enaka kot pri spojini 6b. Izkoristek: 28 mg (15 %), 
oranžna trdnina; 1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.76 (3H, s, 1-Me), 2.38 (1H, dd, 
J = 12.6, 6.0 Hz, 2-H), 2.57 (1H, dd, J = 12.7, 10.6 Hz, 2-H), 2.86 (1H, dd, J = 16.3, 1.2 
Hz, 6-H), 3.32 (1H, dd, J = 10.6, 6.0 Hz, 3-H), 3.53 (1H, dd, J = 16.4, 8.6 Hz, 6-H), 3.83 
(3H, s, OMe), 4.53 (1H, br d, J = 7.8 Hz, 5-H), 6.97–7.39 (10H, m, 2 x Ph); 13C NMR 
(126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 21.3, 43.0, 52.2, 53.1, 59.6, 60.0, 60.8, 127.6, 128.2, 128.5, 
128.6, 128.7, 128.8, 136.6, 136.8, 163.3, 172.2; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za 
C21H23N2O3: 351.1704 (MH
+). Določena: 351.1703 (MH+); νmax (ATR): 2950, 1738, 
1681, 1602, 1494, 1455, 1429, 1412, 1374, 1280, 1233, 1193, 1158, 1123, 1082, 1018, 
982, 951, 912, 876, 823, 792, 775, 752, 728, 698, 645, 613 cm–1. 
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Pripravljeno iz 5-fenilpirazolidin-3-ona (2b) (1 mmol, 162 mg), acetaldehida (4 mmol, 
225 μL) (3b) in metil metakrilata (5) (1,2 mmol, 128 μL) v 3 mL anizola, pri temperaturi 
vrelišča, 3 h. Metoda B. Izkoristek: 72 mg (25 %), oranžni kristali; Ttal = 103.4–103.9 
°C; 1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 0.78 (3H, d, J = 6.1 Hz, 3-Me), 1.73 (3H, s, 
1-Me), 2.10 (1H, dd, J = 13.0, 11.3 Hz, 2-H), 2.57 (1H, dd, J = 13.0, 5.3 Hz, 2-H), 2.91 
(1H, dd, J = 16.0, 8.0 Hz, 6-H), 2.98 (1H, dd, J = 16.0, 13.0 Hz, 6-H), 3.14 (1H, septet, J 
= 11.7, 5.9 Hz, 3-H), 3.83 (3H, s, OMe), 4.28 (1H, dd, J = 12.9, 8.1 Hz, 5-H), 7.29–7.40 
(3H, m, 3H od Ph), 7.46–7.53 (2H, m, 2H od Ph); 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 
16.9, 22.4, 45.9, 51.2, 53.1, 60.6, 61.0, 70.9, 127.4, 128.2, 128.6, 163.7, 172.2; HRMS-
ESI (m/z): Izračunana za C16H21N2O3: 289.1547 (MH
+). Določena: 289.1547 (MH+); 
Anal.: Izračunana za C16H20N2O3 (288.35): C, 66.65; H, 6.99; N, 9.72. Določena: C, 
65.88; H, 6.78; N, 9.60; νmax (ATR): 2990, 2937, 2851, 1740, 1682, 1498, 1450, 1431, 
1411, 1386, 1370, 1341, 1302, 1281, 1207, 1173, 1142, 1094, 1063, 1031, 1015, 1000, 
978, 952, 916, 881, 843, 777, 745, 698, 644, 618, 603 cm–1. 
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Sintezni postopek je enak kot pri spojini 6c. Izkoristek: 132 mg (45 %), oranžni kristali; 
Ttal = 115.9–124.9 °C; 1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.03 (3H, d, J = 6.1 Hz, 3-
Me), 1.70 (3H, s, 1-Me), 2.26–2.35 (2H, m, 2-CH2), 2.63 (1H, sekstet, J = 6.7 Hz, 3-H), 
2.84 (1H, dd, J = 16.2, 3.3 Hz, 6-H), 3.41 (1H, dd, J = 16.2, 8.4 Hz, 6-H), 3.81 (3H, s, 
OMe), 4.65 (1H, dd, J = 8.4, 3.3 Hz, 5-H), 7.31–7.42 (5H, m, Ph); 13C NMR (126 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 15.2, 20.8, 21.5, 43.9, 50.3, 51.0, 53.1, 59.6, 61.0, 128.1, 128.8, 128.9, 
136.9, 162.9, 172.3; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C16H21N2O3: 289.1547 (MH
+). 
Določena: 289.1547 (MH+); Anal.: Izračunana za C16H20N2O3 (288.35): C, 66.65; H, 
6.99; N, 9.72. Določena: C, 65.51; H, 6.33; N, 9.55; νmax (ATR): 2947, 2875, 1737, 1667, 
1496, 1452, 1435, 1419, 1374, 1322, 1298, 1278, 1242, 1198, 1143, 1052, 983, 957, 920, 
881, 845, 791, 761, 726, 710, 675, 645 cm–1. 
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Pripravljeno iz 5,5-dimetilpirazolidin-3-ona (2c) (1,1 mmol, 128 mg), acetaldehida (4 
mmol, 252 μL) (3b) in metil metakrilata (5) (1,35 mmol, 144 μL) v 3 mL anizola, pri 
temperaturi vrelišča, 3 h. Metoda A. Izkoristek: 45 mg (17 %), rjava smola; 1H NMR 
(500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.10 (3H, d, J = 6.0 Hz, 3-Me), 1.16 in 1.31 (6H, 2s, 1:1, 2 
x 5-Me), 1.66 (3H, s, 1-Me), 2.18–2.23 (2H, m, 2-CH2), 2.26 (1H, d, J = 15.7 Hz, 6-H), 
2.78 (1H, d, J = 15.6 Hz, 6-H), 3.11 (1H, dq, J = 10.4, 5.9 Hz, 3-H), 3.71 (3H, s, OMe); 
13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 14.1, 17.3, 19.8, 21.7, 26.9, 50.3, 50.4, 50.9, 53.0, 
59.5, 60.0, 162.6, 172.4; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C12H21N2O3: 241.1548 (MH
+). 
Določena: 241.1547 (MH+); νmax (ATR): 2971, 1737, 1678, 1416, 1374, 1291, 1269, 
1226, 1192, 1142, 1094, 1039, 984, 911, 873, 837, 804, 764, 689 cm–1. 
 





Sintezni postopek je enak kot pri spojini 6d. Izkoristek: 23 mg (9 %), rjava smola; 1H 
NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.06 (3H, d, J = 6.1 Hz, 3-Me), 1.28 in 1.31 (6H, 2s, 
1:1, 2 x 5-Me), 1.61 (3H, s, 1-Me), 2.01 (1H, t, J = 12.0 Hz, 2-H), 2.27 (1H, d, J = 15.6 
Hz, 6-H), 2.45 (1H, dd, J = 12.7, 5.2 Hz, 2-H), 2.77 (1H, d, J = 15.7 Hz, 6-H), 3.29 (1H, 
septet, J = 5.9 Hz, 3-H), 3.71 (3H, s, OMe); 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 17.3, 
20.6, 21.8, 27.3, 50.5, 50.7, 51.1, 52.9, 59.5, 162.4, 172.2; HRMS-ESI (m/z): Izračunana 
za C12H21N2O3: 241.1544 (MH
+). Določena: 241.1547 (MH+); νmax (ATR):  2971, 1741, 
1678, 1418, 1369, 1287, 1204, 1180, 1149, 1085, 1048, 1021, 980, 921, 867, 835, 807, 
770, 709 cm–1. 
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Pripravljeno iz 5,5-dimetilpirazolidin-3-ona (2c) (1,28 mmol, 147 mg), propanala (5,14 
mmol, 370 μL) (3c) in metil metakrilata (5) (1,54 mmol, 164 μL) v 3 mL anizola, pri 
temperaturi vrelišča, 3 h. Metoda A. Izkoristek: 116 mg (36 %), oranžna smola; 1H NMR 
(500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 0.90 (3H, t, J = 7.5 Hz, CH2CH3), 1.34 in 1.37 (6H, 2s, 1:1, 
2 x 5-Me), 1.68 (3H, s, 1-Me), 1.29–1.41 in 1.63–1.73 (2H, 2m, 1:1, CH2CH3) 2.05 (1H, 
t, J = 12.6 Hz, 2-H), 2.33 (1H, d, J = 15.7 Hz, 6-H), 2.56 (1H, dd, J = 12.7, 5.3 Hz, 2-H), 
2.83 (1H, d, J = 15.6 Hz, 6-H), 3.14–3.30 (1H, m, 3-H), 3.79 (3H, s, OMe); 13C NMR 
(126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 9.9, 20.7, 22.0, 25.0, 27.6, 48.4, 50.8, 52.9, 56.5, 59.3, 60.9, 
162.5, 172.3; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C13H23N2O3: 255.1701 (MH
+). Določena: 
255.1703 (MH+); νmax (ATR): 2970, 1742, 1677, 1432, 1418, 1369, 1284, 1200, 1149, 
1085, 1042, 986, 918, 868, 834, 805, 728, 645 cm–1. 
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Pripravljeno iz 5-metilpirazolidin-3-ona (2a) (1,07 mmol, 107 mg), acetaldehida (4,27 
mmol, 240 μL) (3b) in metil metakrilata (5) (1,28 mmol, 136 μL) v 3 mL anizola, pri 
temperaturi vrelišča, 3 h. Metoda A. Izkoristek: 56 mg (23 %), rumeno olje; 1H NMR 
(500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.15 (3H, d, J = 6.2 Hz, 3-Me), 1.28 (3H, d, J = 6.2 Hz, 5-
Me), 1.58 (3H, s, 1-Me), 1.99 (1H, dd, J = 13.0, 4.9 Hz, 2-H), 2.47 (1H, dd, J = 13.0, 5.1 
Hz, 2-H), 2.56 (1H, dd, J = 16.2, 12.2 Hz, 6-H), 2.61 (1H, dd, J = 15.8, 7.6 Hz, 6-H), 3.01 
(1H, septet, J = 6.0 Hz, 3-H), 3.33 (1H, septet, J = 6.4 Hz, 5-H), 3.71 (3H, s, OMe); 13C 
NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 17.4, 19.3, 22.3, 43.9, 51.2, 53.0, 60.5, 60.7, 62.0, 
172.1; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C11H19N2O3: 227.1388 (MH
+). Določena: 
227.1390 (MH+); νmax (ATR): 2974, 1740, 1680, 1413, 1386, 1345, 1294, 1203, 1143, 
1094, 1057, 980, 933, 906, 820, 769, 730, 688 cm–1. 
 





Sintezni postopek je enak kot pri spojini 6f. Izkoristek: 45 mg (19 %), rumeno olje; 1H 
NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.13 (3H, s, 3-Me), 1.17 (3H, s, 5-Me), 1.72 (3H, s, 
1-Me), 2.24–2.48 (3H, m, 2CH2 in 6-H), 3.00–3.15 (1H, m, 6-H), 3.17–3.35 (1H, m, 3-
H), 3.77 (4H, s, OMe in 5-H); 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 15.1, 21.8, 29.7, 
44.1, 50.2, 50.3, 51.8, 53.0, 59.7, 172.3; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C11H19N2O3: 
227.1389 (MH+). Določena: 227.1390 (MH+); νmax (ATR): 3468, 2970, 1737, 1673, 
1415, 1376, 1295, 1259, 1185, 1144, 1101, 1053, 986, 925, 764, 687 cm–1. 
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Pripravljeno iz 5-metilpirazolidin-3-ona (2a) (1 mmol, 101 mg), izobutiraldehida (4 
mmol, 370 μL) (3d) in metil metakrilata (5) (1,20 mmol, 129 μL) v 3 mL anizola, pri 
temperaturi vrelišča, 3 h. Metoda A. Izkoristek: 109 mg (43 %), rumeno olje; 1H NMR 
(300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 0.91 in 0.98 (6H, 2d, 1:1, J = 6.8 Hz, CHMe2), 1.34 (3H, d, 
J = 6.1 Hz, 5-Me), 1.64 (3H, s, 1-Me), 2.02 (1H, dublet septeta, J = 6.8, 2.7 Hz, CHMe2), 
2.10 (1H, dd, J = 12.9, 11.7 Hz, 2-H), 2.31 (1H, dd, J = 12.9, 5.7 Hz, 2-H) 2.60 (1H, dd, 
J = 16.0, 12.4 Hz, 6-H), 2.72 (1H, dd, J = 16.0, 8.0 Hz, 6-H), 2.99 (1H, ddd, J = 11.5, 5.7, 
4.1 Hz, 3-H), 3.36 (1H, ddq, J = 12.2, 7.9, 6.1 Hz, 5-H), 3.79 (3H, s, OMe); 13C NMR 
(126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 14.6, 19.5, 20.0, 22.3, 26.7, 41.6, 43.0, 52.6, 61.3, 69.4, 
163.7, 171.6, 206.4; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C13H23N2O3: 255.1703 (MH
+). 
Določena: 255.1703 (MH+); νmax (ATR): 2959, 1742, 1683, 1412, 1289, 1202, 1181, 
1137, 1082, 982, 928, 845, 801, 771, 687, 612 cm–1. 
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Sintezni postopek je enak kot pri spojini 6g. Izkoristek: 19 mg (8 %), rumeno olje; 1H 
NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 0.84 in 0.87 (6H, 2d, 1:1, J = 6.7 Hz, CHCH3), 1.27 
(3H, d, J = 5.8 Hz, 5-Me), 1.74 (3H, s, 1-Me), 1.92–1.98 (1H, m, CHCH3), 2.01 (1H, dd, 
J = 12.8, 6.1 Hz, 2-H), 2.43 (1H, dd, J = 12.8, 10.6 Hz, 2-H), 2.57 (1H, dd, J = 15.8, 12.3 
Hz, 6-H), 2.61–2.69 (2H, m, 6-H in 3-H), 3.06 (1H, septet, J = 6.7 Hz, 5-H), 3.71 (3H, s, 
OMe); 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 14.9, 19.2, 20.2, 22.4, 27.5, 41.6, 44.5, 
53.0, 60.4, 61.1, 70.2, 163.6, 173.0; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C13H23N2O3: 
255.1706 (MH+). Določena: 255.1703 (MH+); νmax (ATR): 2959, 1736, 1682, 1411, 
1374, 1267, 1236, 1159, 1130, 1058, 985, 930, 865, 773, 704, 650 cm–1. 
 
4.3 Testiranje biološke aktivnosti 
 
Testiranje biološke aktivnosti encima PfDHODH v prisotnosti različnih koncentracij 
inhibitorja smo izvedli na mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami. Za zagotovitev tehnične 
ponovitve rezultatov smo vsak poskus izvedli v triplikatu. 
Uporabili smo naslednji nabor reagentov: 
• Reakcijski pufer (100 mM HEPES, pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 % glicerol, 0.05 % 
Triton X-100), 
• 2.5 M raztopina barvila 2,6-diklorofenolindofenol (DCIP) v reakcijskem pufru, 
• 10 mM raztopina 2,6-diokso-1,3-diazinan-4-karboksilne kisline (L-
dihidroorotična kislina, L-DHO) v reakcijskem pufru, 
• 0.5 mM raztopina kofaktorja decilubikinona (CoQD) v etanolu, 
• Raztopina rekombinantnega encima dihidroorotat dehidrogenaze iz plazmodija P. 
falciparum, 25-krat razredčena v reakcijskem pufru, 
• Raztopine inhibitorjev (6/6'a–g) različnih koncentracij (2.5 mM, 5 mM, 6.25 mM, 
12.5 mM, 25 mM, 50 mM in 100 mM) v DMSO in 
• 10 % (w/V) raztopina natrijevega dodecil sulfata (SDS). 
 
V skladu s tabelo 2 smo v vsaki vdolbinici pripravili 200 μL reakcijske mešanice: 
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Tabela 2: Sestava reakcijskih mešanic v vdolbinicah. 
Reagent V [μL] Ck [μM] 
DCIP 4 10 
L-DHO 4 200 
CoQD 4 50 
Inhibitor ali DMSOa 2 0–1000 
Encimb 8 (1–5) · 10–3 
Reakcijski pufer do 200 / 
a Pri merjenju slepih vrednosti namesto inhibitorja v vdolbinico dodamo enak volumen 
DMSO. 
b Pri merjenju slepih vrednosti namesto encima v vdolbinico dodamo enak volumen pufra. 
 
Encim smo dodali na koncu in v najkrajšem možnem času z namenom zagotovitve 
čimbolj enakega reakcijskega časa v vseh vdolbinicah. Reakcijske mešanice smo v 
termobloku inkubirali pri 25 °C ter jih stresali 20 minut. Reakcijo smo ustavili z 
dodatkom 50 μL SDS in z bralcem plošč vsem mešanicam v vdolbinicah pomerili 
absorbanco pri valovni dolžini 600 nm in referenčni valovni dolžini 690 nm. 
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4.4 Sinteza bis-enaminonov 
 
Splošni postopek sinteze bis-enaminonov: 
V vialo dodamo 2 mmol enaminona in 1 mmol diamina dihidroklorida ter dolijemo 
metanol (12 mL). Vsebino viale na stresalniku mešamo 24–96 ur, nato nastalo oborino 
filtriramo z uporabo steklene frite. Oborino na friti trikrat speremo z metanolom (30 mL) 
in jo pustimo, da se posuši na zraku. 
 





Sintezo spojine 12 smo izvedli po rahlo modificiranih postopkih iz literature33. 
Sintetizirano iz 7a (2 mmol, 484 mg) in o-fenilendiamina dihidroklorida (9a) (1 mmol, 
181 mg) v 30 mL metanola, s.t., 96 ur. Izkoristek: 257 mg (51 %), oranžna oborina; Ttal 
= 182.9–191.8 °C; 1H NMR (500 MHz, DMSO): δ (ppm) 3.28–3.42 (12H, br s), 6.85–
7.00 (4H, m), 7.10–7,17 (2H, m), 7.20–7.28 (2H, m), 7.29–7.37 (1H, m), 7.39–7.52 (5H, 
m), 8.08–8.27 (2H, m), 11.16–12.21 (2H, m); 13C NMR (126 MHz, DMSO): δ (ppm) 
44.6, 103.1, 112.3, 115.4, 116.8, 118.4, 122.3, 124.2, 124.5, 131.8, 132.2, 135.9, 138.8, 
147.3, 187.5; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C32H31N4O2: 503.2442 (M+H)
+. 
Določena: 503.2442 (M+H)+; Anal.: Izračunana za C32H30N4O2 (502.62): C, 76.47; H, 
6.02; N, 11.15. Določena: C, 76.09; H, 5.64; N, 11.23; νmax (ATR): 3040, 1660, 1625, 
1586, 1520, 1461, 1431, 1388, 1356, 1293, 1243, 1186, 1152, 1095, 1048, 981, 925, 841, 
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Sintezo spojine 13 smo izvedli po rahlo modificiranih postopkih iz literature33. 
Sintetizirano iz 7a (1 mmol, 242 mg) in etilendiamina dihidroklorida (11a) (0,5 mmol, 
66 mg) v 3 mL metanola, s.t., 48 ur. Izkoristek: 148 mg (65 %), svetlo rjava oborina; Ttal 
= 187.6–191.0 °C; 1H NMR (500 MHz, DMSO): δ (ppm) 3.18 (2H, s), 3.21 (2H, s), 
3.34–3.47 (12H, s), 6.74–6.95 (4H, m), 7.06–7.11 in 7.21–7.27 (2H, m), 7.13–7.20 (2H, 
m), 7.28 (1H, s), 7.31 (1H, s), 7.54–7.65 (2H, m), 9.08–9.36 (1H, m), 9.39–9.53 (1H, m); 
13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 44.4, 49.1, 49.6, 103.5, 107.1, 114.6, 115.1, 
122.0, 122.3, 133.7, 137.2, 145.1, 146.1, 187.0; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za 
C28H31N4O2: 228.1259 (M+2H)
+2. Določena: 228.1257 (M+2H)+2; Anal.: Izračunana za 
C28H30N4O2 (454.57): C, 73.98; H, 6.65; N, 12.33. Določena: C, 73.56; H, 6.50; N, 12.01; 
νmax (ATR): 1661, 1598, 1416, 1324, 1225, 1184, 1095, 951, 788, 732, 614 cm–1. 
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Sintetizirano iz 8a (2 mmol, 547 mg) in m-fenilendiamina dihidroklorida (10a) (1 mmol, 
181 mg) v 12 mL metanola, s.t., 96 ur. Izkoristek: 335 mg (59 %), oranžna oborina; Ttal 
= 217.9–223.0 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 3.14 (12H, 2d, 1:1), 6.61 (2H, 
d), 6.86 (4H, dd), 6.93 (2H, dd), 7.34 (1H, td), 7.64 (2H, dd), 7.94 (1H, dd), 7.97 (2H, d), 
8.22 (2H, dd), 8.28 (2H, dd), 12.15 (2H, d); 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 37.4, 
45.2, 76.8, 77.0, 77.3, 94.0, 104.1, 111.5, 123.4, 124.3, 131.2, 137.7, 141.7, 145.1, 153.4, 
155.1, 186.4, 189.8; HRMS-ESI (m/z): Izračunana za C32H33N6O4: 283.1318 (M+2H)
+2. 
Določena: 283.1315 (M+2H)+2; Anal.: Izračunana za C32H32N6O4 (564.65): C, 68.07; H, 
5.71; N, 14.88. Določena: C, 68.03; H, 5.66; N, 14.48; νmax (ATR): 2901, 2162, 2067, 
1951, 1632, 1608, 1584, 1546, 1498, 1478, 1434, 1418, 1401, 1355, 1264, 1220, 1184, 
1166, 1126, 1048, 991, 973, 919, 903, 875, 837, 774, 752, 739, 678, 649, 635 cm–1. 
 
4.5 Vezava enaminonskega liganda v kompleksu s Cu2+ na 
aminopropil silikagel 
 
Splošni postopek za vezavo Cu2+ kompleksov na aminopropil silikagel: 
V viali ustreznemu enaminonu (1 mmol) dosujemo aminopropil silikagel (1,111 g, n(NH2 
vezavnih mest) = 1 mmol) in dolijemo metanol (4 mL). Vialo 24–120  ur stresamo na 
stresalniku s frekvenco 200 tresljajev min–1 pri sobni temperaturi. Suspenzijo filtriramo 
pod znižanim tlakom skozi stekleno frito in trdni preostanek na friti spiramo z metanolom 
do brezbarvnosti filtrata. Imobiliziran ligand zopet suspendiramo v metanolu (4 mL) in 
dodamo Cu(OAc)2 • H2O (1 mmol, 200 mg). Suspenzijo pod enakimi pogoji stresamo 
naslednjih 24 ur in nato zopet filtriramo. Nevezan kristalohidrat iz produkta spiramo z 
metanolom toliko časa, da postane filtrat popolnoma brezbarven. 
 
4.5.1 Na aminopropil silikagel vezan kompleks med 2-oksoindanilmetilidenom 




Sintezo K1 smo izvedli po rahlo modificiranih postopkih iz literature33. 
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Sintetizirano iz 7b (1 mmol, 187 mg) in aminopropil silikagela (1,111 g, 1 mmol NH2 
vezavnih mest) v metanolu, s.t., 24 ur, filtracija pod znižanim tlakom in spiranje oborine 
z MeOH (4 x 5 mL). Ponovna suspenzija v metanolu in dodatek Cu(OAc)2 • H2O (1 
mmol, 200 mg), s.t., 24 ur, filtracija pod znižanim tlakom, spiranje produkta z MeOH (50 
mL). Masa produkta: 1.115 g, temno rjav prah. 
Elementna sestava: 
Aminopropil silikagel: C, 4.19; H, 0.96; N, 1.47. 
Po vezavi liganda: C, 12.69; H, 1.20; N, 1.45. 
Po vezavi Cu2+: C, 11.68; H, 1.23; N, 1.31. 
 
4.5.2 Na aminopropil silikagel vezan kompleks med N,N'-(2-{1-
[(dimetilamino)metiliden]-1,3-dihidro-2H-inden-2-on}metiliden)fenilen-




Sintetizirano iz 12 (0,4 mmol, 200 mg) in aminopropil silikagela (884 mg, 0,8 mmol NH2 
vezavnih mest) v metanolu, s.t., 120 ur, filtracija pod znižanim tlakom in spiranje oborine 
z MeOH (60 mL). Ponovna suspenzija v metanolu in dodatek Cu(OAc)2 • H2O (0,8 mmol, 
160 mg), s.t., 24 ur, filtracija pod znižanim tlakom, spiranje produkta z MeOH (70 mL). 
Masa produkta: 906 mg, modrozelen prah. 
Elementna sestava: 
Aminopropil silikagel: C, 4.19; H, 0.96; N, 1.47. 
Po vezavi liganda: C, 8.17; H, 1.03; N, 1.85. 
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4.5.3 Na aminopropil silikagel vezan kompleks med N,N'-(2-{1-
[(dimetilamino)metiliden]-1,3-dihidro-2H-inden-2-on}metiliden)etan-1,2-




Sintetizirano iz 13 (0,2 mmol, 100 mg) in aminopropil silikagela (490 mg, 0,4 mmol NH2 
vezavnih mest) v metanolu, s.t., 120 ur, filtracija pod znižanim tlakom in spiranje oborine 
z MeOH (60 mL). Ponovna suspenzija v metanolu in dodatek Cu(OAc)2 • H2O (0,4 mmol, 
80 mg), s.t., 24 ur, filtracija pod znižanim tlakom, spiranje produkta z MeOH (70 mL). 
Masa produkta: 527 mg, rjav prah. 
Elementna sestava: 
Aminopropil silikagel: C, 4.19; H, 0.96; N, 1.47. 
Po vezavi liganda: C, 13.96; H, 1.92; N, 3.09. 
Po vezavi Cu2+: C, 9.58; H, 1.30; N, 2.03. 
 
4.5.4 Na aminopropil silikagel vezan kompleks med spojino (2Z,2'Z)-3,3'-(1,3-
fenilenbis(azanedil))bis(1-(6-((E)-3-(dimetilamino)akriloil)piridin-2-
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Sintetizirano iz 14 (0,56 mmol, 322 mg) in aminopropil silikagela (1,265 g, 1,12 mmol 
NH2 vezavnih mest) v metanolu, s.t., 120 ur, filtracija pod znižanim tlakom in spiranje 
oborine z MeOH (60 mL). Ponovna suspenzija v metanolu in dodatek Cu(OAc)2 • H2O 
(1,12 mmol, 224 mg), s.t., 24 ur, filtracija pod znižanim tlakom, spiranje produkta z 
MeOH (70 mL). Masa produkta: 1,149 g, rjav prah. 
Elementna sestava: 
Aminopropil silikagel: C, 4.19; H, 0.96; N, 1.47. 
Po vezavi liganda: C, 4.55; H, 1.08; N, 1.44. 
Po vezavi Cu2+: C, 5.83; H, 1.10; N, 1.56. 
 
4.6 Splošni postopek za izvedbo Cu-kataliziranih [3+2] cikloadicij 
 
 
V vialo nasujemo 0,125 mmol azometin imina 16a–f in 10–30 mg ustreznega 
katalizatorja K1–4. Zmesi dolijemo CH2Cl2 (4 mL) in metil propiolat 17 (0,15 mmol, 
12,5 μL). Reakcijsko zmes pustimo izpostavljeno sobni temperaturi in jo na stresalniku 
stresamo 1–3 ure pri frekvenci 200 tresljajev min–1. S filtracijo pod znižanim tlakom ob 
uporabi lija s porozno frito odstranimo katalizator, filtratu pa z uparevanjem pod znižanim 
tlakom odstranimo hlapne komponente. 
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4.7 Hidrogeniranje cikloadukta 18 
 






Raztopini spojine 18 (0,53 mmol, 200 mg) v MeOH (10 mL) dodamo 10 % katalizatorja 
Pd/C (20 mg). Hidrogenacijo izvedemo ob prisotnosti vodikove atmosfere (4 bar) in ob 
konstantnem stresanju suspenzije pri sobni temperaturi. Po 12 urah s filtracijo pod 
znižanim tlakom ločimo katalizator od raztopine ter katalizator speremo z MeOH (25 
mL). Po vakuumskem uparevanju topila pridobimo zmes dveh izomerov v razmerju 10:3. 
Izkoristek: 193 mg (96 %), bela kristalinična trdnina. Večinski izomer: 1H NMR (500 
MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.13 in 1.22 (6H, 2s, 1:1, 2 x 5-Me), 2.54 (1H, d, J = 16.8 Hz, 6-
H), 2.59 (1H, d, J = 16.8 Hz, 6-H), 3.32 (1H, ddd, J = 10.2, 9.0, 6.9 Hz, 2-H), 3.64 (1H, 
dd, J = 11.4, 10.0 Hz, 1-H), 3.68 (3H, s, CO2CH3), 3.85 (3H, s, OMe), 3.86 (6H, s, 2 x 
OMe), 3.95 (1H, dd, J = 11.5, 6.9 Hz, 1-H), 4.10 (1H, d, J = 8.9 Hz, 3-H), 6.68 (2H, s). 
Manjšinski izomer: 1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.10 in 1.28 (6H, 2s, 1:1, 2 
x 5-Me), 2.50 (1H, d, J = 16.7 Hz, 6-H), 2.66 (1H, d, J = 16.7 Hz, 6-H), 3.24 (3H, s, 
CO2CH3), 3.55 (1H, td, J = 9.0, 5.3 Hz, 2-H), 3.74 (1H, dd, J = 11.8, 5.3 Hz, 1-H), 3.84 
(3H, s, OMe), 3.86 (6H, s, 2 x OMe), 4.01 (1H, dd, J = 11.8, 8.8 Hz, 1-H), 4.18 (1H, d, J 
= 9.0 Hz, 3-H), 6.61 (2H, s). 
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4.8 Sinteza fluorescentnih označevalcev 26, 29 in 32 
 





Sintezo spojine 26 smo izvedli po rahlo modificiranih postopkih iz literature46. 
V vialo zatehtamo N-sukcinimidilni ester 25 (0,66 mmol, 195 mg) in azometin imin 16b 
(1 mmol, 237 mg) ter ju raztopimo v CH2Cl2 (10 mL). Raztopini dodamo katalizatorja 
baker v prahu (50 mg) in baker na ogljiku (50 mg). Reakcijo izvajamo pri sobni 
temperaturi ob konstantnem stresanju na stresalniku ter s pomočjo TLC analize 
spremljamo njen potek. Po 96 urah pod znižanim tlakom prefiltriramo reakcijsko zmes 
skozi tanko plast silikagela, ki jo speremo z etil acetatom (80 mL). Filtratu pod znižanim 
tlakom uparimo topila, iz preostanka pa z uporabo kolonske kromatografije (CC) 
izoliramo posamezne komponente. Kot mobilno fazo uporabimo zmes etil acetata (EA) 
in petrol etra (PE) v razmerju 1:1. Izkoristek: 24 mg (8 %), oranžnorumeni fluorescentni 
kristali. 1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.14 in 1.20 (6H, 2s, 1:1, 2 x Me), 2.44 in 
2.88 (2H, 2d, 1:1, J = 18.1 Hz), 2.82 (8H, s, 4 x CH2), 5.53 (1H, s), 7.28–7.33 (2H, m, 
2H od C6H4), 7.37–7.43 (2H, m, 2H od C6H4), 7.59 (1H, s); 13C NMR (126 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 19.0, 24.9, 25.1, 25.5, 33.2, 49.3, 63.8, 64.6, 124.9, 128.6, 129.2, 129.5, 
131.5, 133.5, 140.4, 167.3, 168.1, 169.0, 191.6. 
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Sintezo spojine 29 smo izvedli po rahlo modificiranih postopkih iz literature46. 
V vialo natehtamo aktiviran acetilen 28 (0,40 mmol, 120 mg) in azometin imin 16b (0,41 
mmol, 96 mg) ter dolijemo CH2Cl2 (10 mL). Raztopini dodamo katalizatorja baker v 
prahu (100 mg) in baker na ogljiku (100 mg). Nastalo suspenzijo pri sobni temperaturi 
stresamo na stresalniku in poteku reakcije sledimo s TLC analizo. Po 48 urah zopet 
dodamo enaki količini obeh katalizatorjev (100 mg Cu in 100 mg Cu/C) in po 96 urah od 
začetka reakcije s filtracijo skozi tanko plast silikagela ločimo katalizatorja od reakcijske 
zmesi. Z etil acetatom (75 mL) s plasti silikagela speremo reakcijsko zmes, topila uparimo 
pod znižanim tlakom, viskozen preostanek raztopimo v CH2Cl2 in raztopino nanesemo 
na kolono. Nezreagiran inon 28 eluiramo s spiranjem kolone s CH2Cl2 (cca. 50 mL), nato 
pa z uporabo druge mobilne faze (EA:PE = 3:2) iz kolone eluiramo še glavni produkt, ki 
kristalizira že v epruvetah. Izkoristek: 15 mg (8 %), rumenozeleni fluorescentni kristali; 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.15 in 1.24 (6H, 2s, 1:1, 2 x Me), 2.45 in 2.90 
(2H, 2d, 1:1, J = 15.8 Hz), 3.01 (1H, ddd, J = 17.4, 6.9, 5.2 Hz, 1H od CH2), 3.21 (1H, 
ddd, J = 17.4, 8.0, 5.1 Hz, 1H od CH2), 3.61 (1H, ddd, J = 18.3, 6.8, 5.0 Hz, 1H od CH2), 
3.77 (1H, ddd, J = 18.3, 8.0, 5.2 Hz, 1H od CH2), 5.55 (1H, s), 7.29 in 7.41 (4H, 2d, 1:1, 
J = 8.5 Hz, p-ClC6H4), 7.49 in 7.64 (2H, 2ddd, 1:1, J = 8.3, 7.1, 1.1 Hz), 7.66 (1H, d, J = 
1.2 Hz), 8.11 in 8.20 (2H, 2d, 1:1, J = 8.3 Hz); 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 
19.1, 25.0, 29.5, 32.7, 49.4, 63.9, 64.5, 114.3, 120.2, 125.0, 126.2, 128.6, 129.2, 129.3, 
130.4, 131.0, 133.6, 140.4, 146.1, 167.1, 171.3, 192.6. 
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Sintezo spojine 29 smo izvedli po rahlo modificiranih postopkih iz literature46. 
V vialo nasujemo aktiviran inon 31 (0,48 mmol, 82 mg) in azometin imin 16b (0,5 mmol, 
118 mg) ter oba raztopimo v CH2Cl2 (10 mL). Tako pripravljeni raztopini dodamo bakrov 
prah (50 mg) in baker na ogljiku (50 mg). Reakcijsko mešanico pri sobni temperaturi 
stresamo na stresalniku in potek reakcije spremljamo s TLC analizo. Po 96 urah s filtracijo 
skozi tanko plast silikagela odstranimo katalizatorja in plast temeljito speremo z etil 
acetatom (90 mL). Z uparevanjem pod znižanim tlakom odstranimo hlapna topila, trdne 
kristale pa ponovno raztopimo v CH2Cl2 ter raztopino nanesemo na kolono. Produkt 
eluiramo iz kolone z uporabo mobilne faze (PE:EA = 3:1), združimo frakcije, ki vsebujejo 
produkt in uparimo topila. Izkoristek: 38 mg (19 %), oranžni fluorescentni kristali; 1H 
NMR (500 MHz, CDCl3): δ (ppm) 1.22 in 1.31 (6H, 2s, 1:1, 2 x Me), 2.51 in 2.94 (2H, 
2d, 1:1, J = 15.9 Hz), 5.83 (1H, s), 7.33 in 7.53 (4H, 2d, J = 7.5 Hz, p-ClC6H4), 7.47 in 
7.58 (2H, 2t, 1:1, J = 8.1 Hz), 8.09 in 8.18 (2H, 2d, J = 8.3 Hz). 13C NMR (126 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) 18.9, 25.0, 49.2, 64.5, 65.0, 114.6, 115.3, 120.1, 126.1, 128.7, 129.4, 
130.3, 131.6, 131.7, 133.8, 134.3, 140.5, 145.5, 160.9, 167.0. 
  
Zaključek 





V prvem delu magistrskega dela smo najprej uspešno sintetizirali 3-pirazolidinone iz 
akrilatov in hidrazin hidrata. Kondenzacija pirazolidinonov z aromatskimi aldehidi je kot 
produkt dajala stabilne azometin imine, v primeru alifatskih aldehidov pa so bili azometin 
imini nestabilni in smo jih morali tvoriti in situ. S pomočjo 1,3-dipolarne cikloadicije med 
azometin imini in metil metakrilatom smo sintetizirali 7 različnih derivatov pirazolo[1,2-
a]pirazola, v vsaki reakcijski mešanici pa sta bila v večji meri prisotna 2 izomera, večinski 
in manjšinski. Mešanicam smo testirali inhibitorno učinkovitost na plazmodijski encim 
dihidroorotat dehidrogenaza, ki v plazmodijih katalizira proces biosinteze pirimidinov. Iz 
mešanice izomerov 6/6'a, ki je edina izkazovala povišano aktivnost, smo z MPLC 
izolirali oba izomera in ju posamezno ponovno testirali. Ugotovili smo, da je za izkazano 
inhibicijo v največji meri odgovoren izomer 6'a, ki je v koncentracijskem območju 0–
1000 μM povzročil padec aktivnosti encima za 215 % glede na neinhibiran vzorec. 
V nadaljevanju smo sintetizirali heterogene bakrove(II) katalizatorje, ki smo jih uporabili 
pri reakciji [3+2] cikloadicije med azometin iminom in alkinom. Najprej smo z ustreznim 
množinskim razmerjem med enaminoni in diamini dihidrokloridi sintetizirali 
heterotrimerne produkte, ki so služili kot ligandi. Heterotrimere smo z reakcijo 
transaminacije imobilizirali na netopen aminopropil silikagel. Z dodatkom raztopine 
bakrovega(II) acetata monohidrata smo pripravili katalizatorje, katerim smo preverili 
katalitično aktivnost na izbrani modelni reakciji. Zanimalo nas je, kolikšna najmanjša 
masa in najkrajši reakcijski čas sta potrebna za popolno pretvorbo azometin imina in metil 
propiolata v fluorescenten cikloadukt. Kot najučinkovitejši se je izkazal katalizator K1, 
saj je popolnoma pretvoril reaktanta v produkt že po 1 uri ob prisotnosti 30 mg 
katalizatorja. Poleg tega smo želeli preveriti, ali bi bilo mogoče katalizatorje uporabiti 
tudi v kombinaciji metil propiolata z drugimi, različno substituiranimi azometin imini. 
Relativno dobre rezultate smo dosegli le še pri p-nitro in nesubstituiranemu analogu, 
medtem ko pri monometoksi analogu pretvorbe skorajda nismo opazili. Kljub ne 
najboljšim rezultatom smo nadaljevali s testiranjem obstojnosti vseh katalizatorjev. 
Katalitična aktivnost je z vsako naslednjo ponovitvijo znatno padala in po samo 3 
ponovitvah so katalizatorji bili že skoraj popolnoma izrabljeni. S preverjanjem katalitične 
aktivnosti nastale reakcijske mešanice smo ugotovili, da se katalitske bakrove(II) zvrsti 
sprostijo v reakcijsko mešanico tekom reakcije. Pri modelni reakciji nastali nenasičeni 
dihidropirazolo[1,2-a]pirazol smo s hidrogenacijo pretvorili v nasičeni pirazolo[1,2-
a]pirazol. Podobno kot pri nasičenih spojinah iz prvega dela študije tudi v tem primeru 
nastaneta večinski in manjšinski izomer. 
Magistrsko delo smo zaokrožili s sintezo treh potencialnih fluorescentnih označevalcev 
bioloških molekul. V prvi stopnji smo sintetizirali inon, ki smo ga v drugi stopnji vezali 
z N-hidroksisukcinimidno in benzotriazolilno skupino. Na ta način smo v molekule 
označevalcev vnesli aktivno elektrofilno skupino, ki reagira z nukleofilnim delom 
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biomolekule in omogoči njuno povezavo. Aktivirani inon smo v zadnji stopnji s pomočjo 
z bakrom katalizirane [3+2] cikloadicijske reakcije med azometin iminom in alkinom 
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